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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do fornecimento da silagem de residuo de
uva sobre os pardmetros: consumo, digestibilidade dos nutrientes, parametros
sanguineos e também a producdo, composi¢do quimica e em acidos graxos, estabilidade
oxidativa do leite. Foram utilizadas quatro vacas da raga Holandesa, confinadas, com
peso vivo médio de 504 + 26 kg e 136 £ 28 dias de lactacdo, distribuidas em um
quadrado latino com quatro tratamentos e quatro periodos de 21 dias cada. As dietas
estudadas foram: dieta controle com 4% de 6leo de soja, dieta com 4% de dleo de soja e
5% de silagem de residuo de uva, dieta com 4% de 6leo de soja e 7,5% de silagem de
residuo de uva, dieta com 4% de 6leo de soja e 10% de silagem de residuo de uva. Foi
determinado o consumo de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta
(PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente 4cido
(FDA), carboidratos nao fibrosos (CNF). A estimativa da digestibilidade aparente total
foi realizada para MS e nutrientes, PB, EE, FDN, FDA e CNF. Realizaram-se coletas de
sangue com 0s animais em jejum para analise da concentragdo de glicose, triglicerideos,
colesterol total, HDL, LDL e VLDL e ureia. A producdo de leite e a producdo de leite
corrigida para 3,5% de gordura, densidade foram mensuradas e os componentes do leite,
proteina, gordura, lactose, soélidos totais, N-ureico, contagem de células somaticas
(CCS) e composigao de acidos graxos. A estabilidade oxidativa do leite foi avaliada por
meio de andlise de determinagdo de polifendis totais, flavonoides, atividade
antioxidante e hidroperéxidos dieno conjugados (DC). Foi observado que a silagem de
residuo de uva nio alterou a ingestdo de MS, MO, PB, FDN, FDA e CNF (P>0,05),

entretanto, o fornecimento de dietas contendo esse alimento resultou em maior consumo



X

de EE (P=0,02). A digestibilidade aparente total dos nutrientes foi afetada pelos niveis
da silagem de residuo de uva. A digestibilidade da MS foi reduzida linearmente
(P=0,02), assim como a MO (P=0,03) e PB (P=0,03) a partir do nivel de 7,5% na MS de
residuo de uva. A digestibilidade do EE foi reduzida linearmente com os niveis de
inclusdo da silagem de residuo de uva (P=0,02). As dietas estudadas afetaram a
digestibilidade de forma linear negativa a FDN (P=0,02) ¢ FDA (P=0,01) e os
resultados mostraram esse efeito com o nivel 5% na MS. A digestibilidade dos CNF nao
foi influenciada pelos tratamentos. Com relacdo aos pardmetros sanguineos, as
concentragdes de glicose, triglicerideos, colesterol total e fragdes HDL, LDL, VLDL e
ureia nao foram afetadas (P>0,05) pelas dietas experimentais. Vacas alimentadas com
os diferentes niveis de residuo de uva apresentaram produgao de leite igual, assim como
producdo de leite corrigida para 3,5% de gordura (P>0,05). Os componentes do leite
nao foram alterados, entretanto, houve reducao (P=0,05) dos teores de N-ureico com os
niveis 7,5% e 10% de residuo de uva na matéria seca. Também ndo houve efeito
(P>0,05) dos tratamentos sobre a composicdo de 4acidos graxos individuais e as
proporcdes de 4cidos graxos. As concentragdes de polifenois no leite com a inclusdo da
silagem de residuo de uva ndo foram significativas, assim como para o teor de
flavonoides (P>0,05). O parametro de forca de reducdo do leite foi afetado pelas dietas
(P=0,002) e o nivel 10% de residuo de uva apresentou maior for¢ca de reducdo, no
entanto, a maior atividade antioxidante do leite ndo resultou em menor producgdo de
hidroperdxidos dieno conjugados (P>0,05). A silagem de residuo de uva pode ser
utilizada na alimentagdo de vacas leiteiras porque mantém a producdo e qualidade do

leite e aumenta a atividade antioxidante.

Palavras-chave: Acidos graxos. Antioxidante. Residuo de uva. Digestibilidade.
Producao de leite.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of feeding grape residue silage on the
parameters: intake, nutrients digestibility, blood parameters and also production,
chemical composition, fatty acid and oxidative stability of milk. It was used four
Holstein cows, confined, average live weight of 504 + 26 kg and 136 + 28 days in milk,
they were assigned in a Latin square with four treatments and four periods of 21 days
each. The diets studied were: control diet with 4% soybean oil, diet with 4% soybean oil
and 5% of grape residue silage, diet with 4% soybean oil and 7.5% of grape residue
silage, diet with 4% soybean oil and 10% grape residue silage. It was determined the
intake of dry matter (DM), organic matter (OM), crude protein (CP), ether extract (EE),
neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), non-fiber carbohydrates
(NFC) . The estimated total apparent digestibility was performed for DM and nutrients,
CP, EE, NDF, ADF and NFC. The blood was sampled from animals in starvation for
analyzing glucose, triglycerides, total cholesterol, HDL, LDL and VLDL and N-urea.
Milk production and milk yield corrected to 3.5% fat and density were measured as the
milk components protein, fat, lactose, total solids, N-urea, somatic cell count (SCS) and
composition of fatty acids. The oxidative stability of milk was determined by analysis
of determination of total polyphenols, flavonoids, antioxidant activity and conjugated
diene hydroperoxides (CD). It was observed that the grape residue silage did not alter
the intake of DM, OM, NDF, ADF and NFC (P>0.05), however, the supply of this food
diets resulted in higher EE intake (P=0.02). The total apparent digestibility of nutrients
was affected by the levels of grape residue silage. DM digestibility was reduced linearly
(P=0.02) as OM (P=0.03) and CP (P=0.03) with level of 7.5% DM of grape residue
silage. The diets affected the digestibility of the NDF linearly negative (P=0.02) and
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ADF (P=0.01) and the results showed this effect with the 5% level in DM. The
digestibility of EE and NFC were not influenced by treatments. Regarding blood
parameters, concentrations of glucose, triglycerides, total cholesterol and HDL, LDL,
VLDL and urea were not affected (P>0.05) by diets. Cows fed with the different levels
of grape residue silage showed milk production equally as well as milk production
adjusted to 3.5% fat (P>0.05). Milk components were not changed, however, there was
a decreased (P=0.05) in levels of N-urea with diets containing 7.5% and 10% grape
residue on dry matter. There was also no effect (P>0.05) of treatments on individual
fatty acid composition and proportions. The concentrations of polyphenols in milk with
the inclusion of grape residue silage were not significant, as the flavonoid content
(P>0.05). The parameter of power reducing of milk was affected by diet (P=0.002) and
the level of 10% grape residue silage showed higher power reducing, however, the
higher antioxidant activity of milk did not result in lower production of CD (P>0.05).
Grape residue silage can be used in feed for dairy cows because it keeps the production

and milk quality and increases the antioxidant activity.

Key words: Antioxidant. Digestibility. Fatty acids. Grape residue. Milk production.



INTRODUCAO

A manipulagdo de dietas para vacas leiteiras ¢ a forma mais rapida e consistente
de alterar a concentracdo de nutrientes do leite produzido por esses animais. A
suplementagdo com gorduras e Oleos na dieta aumenta a ingestdo de energia e a
producao de leite (Sutton, 1989).

A gordura do leite ¢ produzida caracteristicamente na forma de triacilglicerois
(98%), com 4cidos graxos derivados, em parte, de acidos graxos de cadeia longa da
dieta, reserva corporal e sintese microbiana de 4cidos graxos (Kennelly et al., 1996).
Tipicamente, a gordura do leite ¢ composta por 5% de acidos graxos poli-insaturados,
25% de 4cidos graxos monoinsaturados e 70% de 4cidos graxos saturados
(Grummer, 1991).

O perfil lipidico do produto final de ruminantes, como leite ou carne, ndo ¢ o
mesmo perfil da dieta pelo fato de microrganismos no rimen serem sensiveis a presenca
de acidos graxos insaturados e, por isso realizam uma série de reagdes com o intuito de
neutralizar esses compostos, a chamada biohidrogenacdo. No entanto, a propor¢do com
que os acidos graxos sdo incorporados a gordura do leite pode ser modificada através da
dieta de vacas leiteiras, pela suplementacao com 6leos vegetais e graos de oleaginosas
(Kennelly et al., 1996). Essas alternativas proporcionam modificacdo da razdo entre
acidos graxos de cadeia curta e longa e o grau de insaturagdo da gordura.

A sequéncia de biohidrogenacao do acido linoleico (18:2 cis-9, cis-12) inicia-se
pela hidrdlise das ligagdes ésteres por lipases microbianas, em seguida ocorre
isomerizagdo da ligacdo dupla cis-12, produzindo o isdmero do acido linoleico
conjugado (CLA) 18:2 cis-9, trans-11; a segunda reagdo ¢ a reducdo a C18:1 trans-11.

A ultima etapa ¢ a hidrogenacao do isdmero C18:1 trans-11 a 18:0 (acido estedrico) que



ocorre de forma mais lenta; portanto, essa reagdo ¢ limitante na sequéncia de
biohidrogenacdo de acidos graxos insaturados e como consequéncia, o intermediario
C18:1 trans-11 acumula, torna-se mais disponivel para absor¢ao (Bauman et al., 1999).

O intermediario C18:1 trans-11 ¢ um precursor da sintese enddgena de CLA na
gordura do leite, produzido por dessaturagdo pela estearoil-CoA dessaturase (A’-
dessaturase), um complexo enzimatico importante na modificagdo da composicao de
acidos graxos na gordura do leite. Sua principal atividade ¢ converter acido estearico
(18:0) em 4acido oleico (cis-9 18:1), acido palmitico (16:0) em 4acido palmitoleico
(16:1 cis-9), além da formagdo do CLA (Palmquist & Mattos, 2006). A manipulacdo da
dieta que resulta em aumento de 4cidos graxos C18:0 e C18:1 em detrimento do C14:0 e
C16:0 ¢ considerada desejavel do ponto de vista da satide humana e também oferece a
vantagem adicional de produzir uma manteiga facil de ser espalhada (Kennelly et al.,
1996).

O termo CLA refere-se a um grupo de isdmeros posicionais € geométricos dieno
conjugados do 4cido linoleico, encontrados em produtos de ruminantes (Choi & Song,
2005). Os efeitos do CLA na satde tém sido muito estudados e resultados mostram a¢ao
de inibicdo da carcinogénese (Rainer & Heiss, 2004), regressdo de arteriosclerose
estabelecida e efeitos antidiabéticos (Bhattacharya et al., 2006), melhora na
mineralizacdo Ossea sugerindo atenuacdo da perda Ossea pos-menopausa (Cook &
Pariza, 1998), melhora da resposta imune e diminui¢dao do acumulo de gordura (Pariza
et al., 2001).

O uso de oOleos vegetais e graos de oleaginosas na alimentagdo de vacas leiteiras ¢
uma ferramenta eficaz na incorporagao de acidos graxos mono e poli-insaturados na
gordura do leite e redugdo na concentragao dos acidos graxos saturados (Loor et al.,
2005; Eifert et al., 2006; Neves et al., 2007; Silva et al., 2007 e Neves et al., 2009).
Quando fontes de lipidios como 6leo de soja e graos de soja sdo incluidas em dietas
com mesmo nivel de extrato etéreo (7%), o 6leo resulta em concentragdes mais altas de
CLA na gordura do leite (Santos et al., 2001). Os oleos vegetais exercem muita
influéncia nas concentragdes de 4dcidos graxos na gordura do leite porque seus efeitos na
fermentagcdo ruminal sdo mais marcantes em relacdo aos graos de oleaginosas, porque
estas apresentam lipidios associados a matriz proteica com menor contato com o0s

microrganismos, como um tipo de gordura protegida (Byers & Schelling, 1989).



A producdo de leite com maior propor¢do em dcidos graxos insaturados da
gordura altera sua suscetibilidade a deterioragdo. O processo de oxidacao no leite resulta
na producdo de aroma e sabor desagraddveis e reduz a aceitabilidade de produtos
lacteos pelo consumidor (Timmons et al., 2001). Granelli et al. (1998) associam a razdo
para a ocorréncia de sabor oxidado do leite a maior propor¢ao do acido graxo 18:1trans
e 18:2, e baixa razdo entre antioxidantes e acidos graxos insaturados.

A produgdo de leite com melhor perfil de gordura representa uma conquista para a
satide humana, mas esse aspecto envolve a necessidade de mais estudos no sentido de
preservar essa gordura. Ashes et al. (1997) afirmam que a presenca de compostos
antioxidantes no leite ¢ uma forma eficaz de prevenir a oxidagdo dos acidos graxos e

desenvolvimento de sabor oxidado, permanecendo maior tempo proprio para consumo.

Oxidacao de lipidios no leite

O leite ¢ composto de diversas substancias, como proteinas, lipidios, vitaminas e
minerais arranjados de maneira complexa. Os globulos de gordura do leite sdo
intimamente relacionados com proteinas em micelas, responsaveis por sua estabilidade
em um tipo natural de emulsio 6leo em agua.

A oxida¢do de lipidios em emulsdes ¢ complexa e pode incluir oxida¢do ou
transferéncia de elétrons em todas as diferentes fases do sistema. Os mecanismos de
oxidagdo lipidica em emulsdes sdo mais complicados que em sistemas em o6leo
(Jacobsen et al., 2008).

O termo oxidagdo de lipidios se refere a uma série de reagdes quimicas,
envolvendo 4cidos graxos insaturados e oxigénio. Essas reagdes sdo divididas em fases:
inicial, de propagacdo e terminal. As reagdes de auto-oxidacdo de lipidios no leite,
assim como outros alimentos, sdo relacionadas com a composicao de acidos graxos,
concentragdo de oxigénio, calor, luz, presenca de ions metalicos e antioxidantes (Min,
1998).

A reagdo inicial ocorre quando o atomo de hidrogénio ¢ removido do grupo
metileno (proximo a insaturagdo) do acido graxo insaturado, formando radical livre
(Re). Essa reagdo ocorre por acdo de catalisadores, ou seja, da interacdo do oxigénio

com alguma fonte externa de energia (luz, calor, ions metalicos). Formado o radical

livre, este reage com oxigé€nio para formar o radical peroxil, os quais sdo altamente



reativos, capazes de remover atomos de hidrogénio de outros acidos graxos insaturados,
originando a propagac¢ao da oxidagao (Arauajo, 2008).

A reagdo terminal ocorre com a interagdo de dois radicais livres formando um nao
radical, finalizando sua participacdo na reacdo. O processo auto-oxidativo dividido em

fases segue o modelo proposto por Frankel (1980):

Iniciacdo RH ——» R +H

Propagagéo R°+0, —> ROO’

ROO'+RH — ROOH +R’

\
Terminal ROO’+R° — ROOR
) ) Produt
ROO"+ROO" —> ROOR+0, > EZ‘;;C;S
R'+R'—» RR
_/

Em que: RH — Acido graxo insaturado; R* — Radical livre; ROO" — Radical peroxido e
ROOH - hidroperoxido.

Durante a oxidacdo de lipidios, ocorre a producdo de perdxidos e sua
decomposi¢cdo forma compostos volateis como ésteres, aldeidos, alcoois, cetonas,
lactonas e hidrocarbonetos (Min, 1998); responsaveis pelo sabor oxidado indesejavel
nos alimentos.

Os radicais livres sdo substancias quimicas que apresentam nimero impar de
elétrons, portanto altamente energéticos e instdveis formados por acdo direta de uma
fonte externa de energia. A transferéncia de sua energia ocorre para atomos vizinhos,
principalmente para acidos graxos insaturados, produzindo mais radicais livres. Os
radicais livres envolvidos na iniciagdo e propagacdo da oxidacdo sdo
hidroperoxil (HOO"), peroxil (ROO"), hidroxil (HO"), alcoxil (RO") e oxigénio singlete
('0,).

Os radicais livres sao formados também nas células vivas durante o metabolismo

normal, como subprodutos da respiracdo e sintese de estruturas complexas. Sdo



essenciais para producdo de energia, sinalizacdo quimica, destoxificacdo e funcgdo
imune, com produgdo continua no organismo. Quando a formagao dos radicais livres se
torna excessiva ou quando o mecanismo antioxidante de defesa se apresenta-
ineficiente, essas espécies podem causar danos ao DNA, lipidios de membrana e
proteinas (Araujo, 2008).

Nas vacas em producdo, radicais livres ndo efetivamente removidos podem
prejudicar a saude com danos a importantes lipidios e macromoléculas, e também
modificar vias metabodlicas, resultando em fisiologia alterada e patologia

(Miller et al., 1993).

Mecanismo de acio de antioxidantes

Um antioxidante ¢ a substdncia que, presente em baixa concentracao
quandocomparada ao substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de
maneira eficaz (Sies & Stahl, 1995). Sdo classificados em primarios, sinergistas,
removedores de oxigénio, biologicos, agentes quelantes e antioxidantes mistos
(Ramalho & Jorge, 2006).

Os antioxidantes auxiliam na protecdo a oxidac¢do pela inativacdo de radicais
livres formados na oxidacdo, na complexacdo de ions metdlicos ou na redugdo dos
hidroperoxidos para produtos incapazes de formarem radicais livres e produtos de
decomposi¢do rangosos (Araujo, 2008). Segundo Ramalho & Jorge (2006), o atomo de
hidrogénio ativo do antioxidante ¢ abstraido pelos radicais livres (R* ¢ ROO¢) com
maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas. Assim se
formam espécies inativas para a reacdo em cadeia e um radical inerte (A¢) procedente
do antioxidante. Este radical estabilizado ndo tem a capacidade de iniciar ou propagar as

reagcoes oxidativas. Frankel (1980) apresentou o seguinte mecanismo de acgdo de

antioxidantes primarios:

ROO'+AH ——» ROOH+ A’
R+AH ——» RH+A’

Em que: ROO’ ¢ R” - radicais livres; AH — antioxidante com um atomo de hidrogénio
ativo e A" — radical inerte.



A inibicdo completa da oxidacdo ndo ¢ possivel, mas pode retardar essa
transformagdo por certo tempo. A protegdo se da para lipidios, mas também para
carotenoides, vitaminas e outros ingredientes insaturados (Araujo, 2008). Do ponto de
vista da satde, a ingestdo de alimentos ricos em antioxidantes ¢ importante para agao
sinergistica destes com o mecanismo de defesa endogeno (superdxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase, urato) na remocao de radicais livres em excesso no
organismo.

Os polifenois sdo metabolitos secundarios de plantas e possuem funcao de defesa
contra a radiagdo ultravioleta ou agressao por patogenos. Esses compostos podem ser
classificados em diferentes grupos em funcdo do niimero de anéis fenolicos e dos
elementos estruturais que ligam estes anéis uns aos outros (Figura 1); sdo divididos nas
classes: acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas (Manach et al., 2004). Esses
compostos sdo responsaveis pela maior parte das caracteristicas organolépticas dos

alimentos e bebidas, particularmente as propriedades de cor e sabor (Cheynier, 2005).

Acidos hidroxicinamicos Flavonoides

R

Rz@uo

OH

R1 = OH : Acido cumdrico
RI =R2 = OH : Acido caféico
RI = OCHS, R2 = OH : Acido ferilico

Estilbenos Lignanas

HO

OQ.

HO

Resvaratrol

FIGURA 1. Estrutura quimica dos polifenois
Fonte: Manach et al. (2004).

A uva (Vitis sp.) tem sido extensivamente caracterizada quanto aos teores de
compostos antioxidantes (Negro et al., 2003; Montealegre et al., 2006; Llobera &
Caifiellas, 2007; Soares et al., 2008), assim como seus produtos derivados como sucos ¢

vinhos (Malacrida & Motta, 2005; Hogan et al., 2009). O consumo de vinho tinto ¢



associado a efeitos como atenuagdo de aterosclerose, diminuicdo do colesterol e
triglicerideo  sanguineos, com maior capacidade antioxidante no sangue
(Auger et al., 2002); e o resveratrol a diminui¢do da progressdao do cancer de mama (Lu
& Serrero, 1999; Brownson et al., 2002). Os polifendis da uva sdo as antocianinas,
flavonois, acidos hidroxicinamicos, e flavanois incluindo catequinas e proantocianidinas
(Cheynier, 2005).

Ishimoto (2008) alimentou cobaias com residuo de uva da produgdo de suco e
vinho, em dietas hipercolesterolémicas e observou melhora no perfil lipidico sanguineo
e atividade da enzima catalase. Realizou também andlise sensorial com produtos a base
de residuo de uva e concluiu que este possui potencial bioldgico e sensorial para ser
utilizado como ingrediente funcional na alimentagdo humana.

Um estudo foi realizado por Makris et al. (2007) com o objetivo de caracterizagdo
de compostos e atividade antioxidante do residuo de uva e outros residuos
agroindustriais. Os autores relataram que as sementes de uva, hastes, cascas e residuo de
uva tinta em si, sdo fontes muito ricas de compostos fenolicos antioxidantes (10.330,
5.798, 3.625, 5.402 mg equivalentes acido galico/100g peso seco, respectivamente), e
significativamente maiores que outros residuos, tais como da cebola, maga, batata. A
eficiéncia antioxidante foi altamente correlacionada com o teor de flavondis (catequina
e epicatequina) e proantocianidinas, especialmente em sementes. Com esses resultados,
os autores sugerem maiores estudos visando implementar técnicas de exploragdo
industrial do produto.

Cataneo et al. (2008) também sugerem a utilizagdo do residuo da produgdao de
vinho como fonte alternativa de compostos fenolicos que possuem significativa
capacidade antioxidante.

Os compostos fendlicos presentes na uva sao antioxidantes primarios que atuam
competindo com o substrato (lipidio insaturado) pelo radical livre, normalmente o
lipidio presente em concentracdes elevadas. O antioxidante transfere atomos de
hidrogénio para o radical peroxil, em seguida sdo formados radicais livres oriundos das
moléculas do antioxidante (fenoxil), mas a estrutura destes ¢ estavel e ndo possuem

energia suficiente para reagir com o lipidio (Araujo, 2008).



Antioxidantes no leite

O leite apresenta naturalmente mecanismos de prevencdo contra oxidag¢do dos
acidos graxos poli-insaturados, com perfil lipidico tipico. Os compostos antioxidantes
incluem as enzimas superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, proteina
como a lactoferrina e vitaminas antioxidantes como as vitaminas E, A e C, dependendo
da alimentagao das vacas (Lindmark-Mansson & Akesson, 2000).

Estudos j& foram realizados no intuito de melhorar a estabilidade oxidativa do
leite com perfil lipidico modificado. Atwal et al. (1991) alimentaram vacas da raca
Holandesa confinadas com 4% de 6leo de canola tratado com formalina associado a
400 Ul/kg de matéria seca de vitamina E (acetato de dl-a-tocoferol) e observaram
aumento no teor de acidos graxos C18, saturados e insaturados. A suplementacdo com
vitamina E aumentou sua concentragdo no leite e melhorou a estabilidade oxidativa do
leite.

King et al. (1998) estudaram a incorporacdo de flavonoides no leite de vacas
através da alimentacdo. Nesse trabalho foi identificada a presenga de isoflavonas no
leite de vacas mantidas em sistema de pastejo com trevo, no entanto, a transferéncia
reportada foi baixa, que proporciona pouca significancia bioldgica para humanos.

Weiss (2001) realizou estudos sobre o desenvolvimento de sabor oxidado no leite
de vacas alimentadas com graos de soja tostados e suplementacao dietética de vitamina
C e ndo obteve aumento significativo da concentra¢do do antioxidante no leite. Também
observou que ha um limite fisioldgico de secrecdo da vitamina pela glandula mamaria.

O tipo de volumoso utilizado para a alimentacao de vacas leiteiras pode afetar o
conteido de pro-oxidantes e antioxidantes no leite, com influéncia na estabilidade
oxidativa do leite e produtos lacteos. Vacas alimentadas com silagem de gramineas
produzem leite com maior propor¢do de acido linolénico e concentragdes de a-tocoferol
e B-caroteno, em relacao a silagem de milho (Havemose et al., 2004). Do mesmo modo,
ha maior concentragao de acido linolénico e antioxidantes no leite se fornecido as vacas
silagem de trevo quando comparado com feno (Havemose et al., 2006).

Slots et al. (2007) demonstraram a transferéncia de antioxidantes para o leite pela
alimentagdo das vacas com soja tostada e a-tocoferol. A dieta fornecida aqueles animais
continha 8,1% de soja tostada como fonte de dleo, a suplementacdo dietética com

3.400 UI de a-tocoferol aumentou 29% a concentra¢dao do antioxidante no leite, mas em



condig¢des de estresse oxidativo em que ha presenca de cobre, exposi¢do a luz e alto teor
de acidos graxos insaturados, o antioxidante ndo atuou na protecdo contra oxidagao,
pelo contrario, acelerou o processo no leite.

Recentemente estudos mostram ser possivel a transferéncia de antioxidantes
polifendlicos para o leite quando vacas sdo alimentadas com a fonte desses compostos.
Petit et al. (2009) suplementaram vacas leiteiras com 20% de casca de linhaga na
matéria seca e verificaram aumento na concentra¢do de enterolactona, lignana mamifera
oriunda de lignana vegetal da casca de linhacga, no leite. Os autores também observaram
diminui¢do nos teores de acidos graxos de cadeia curta e média e aumento nos teores de
acidos graxos frans, monoinsaturados e poli-insaturados.

Em geral, os polifendis sdo antioxidantes soliiveis em agua, portanto, atuam na
regido aquosa e de interface 6leo/agua no leite, local de concentrag@o dos iniciadores de
oxidagao de lipidios, como ions metalicos e peroxidos (Aratijo, 2008).

Cornell et al. (1970) afirmam que antioxidantes apresentam acao efetiva quando
presentes em alimentos de um Unico componente, mas seu desempenho pode ser
insatisfatorio em sistemas heterogéneos.

A refrigeracdo ou congelamento do leite e outros alimentos diminuem, mas nao
paralisam a oxidagao lipidica em razdo da solubilidade do oxigénio em solugdo aquosa
aumentar em baixas temperaturas (Aratjo, 2008).

A oxidacdo no leite ¢ fung¢do da concentracdo de antioxidantes, pro-oxidantes e
substrato oxiddvel; o cobre ¢ um pro-oxidante e acidos graxos insaturados sdao
substratos oxidéaveis (Timmons et al., 2001). Primeiramente, o cobre se liga a caseina,
no entanto, ele pode migrar para a fase de gordura quando o leite ¢ aquecido, por
exemplo, na pasteurizagdo. O aciimulo de cobre reduzido em estreita associagdo com
acidos graxos insaturados na membrana do globulo de gordura aumenta o
desenvolvimento de sabor oxidado espontineo. A concentragdo de cobre no leite estd
relacionada com aquela presente na dieta das vacas e na dgua de lavagem nos sistemas
de ordenha.

Aratjo (2008) relata que o meio mais efetivo de retardar a oxidagao de lipidios em
emulsdes 6leo em agua ¢ a incorporacao de antioxidantes que funcionam por diferentes
mecanismos, incluindo o controle da oxida¢do dos substratos, controle dos pro-
oxidantes e inativagdo de radicais livres. Assim, a utilizagdo de mistura sinergistica de

antioxidantes polares como polifenois e antioxidantes ndo polares, exemplo vitamina E,
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pode contribuir para protecdo dos lipidios insaturados através da agdo direta em fase
aquosa e nos globulos de gordura do leite, respectivamente. Por exemplo, Nicholson et
al. (1991) sugerem que a vitamina E seja incorporada na membrana do globulo de
gordura e atue no controle de elétrons, combatendo a atividade de cations di-valentes
(cobre e ferro), que catalisam a oxidacao espontanea do leite.

Em virtude da natureza da gordura formar micelas com a proteina do leite, fatores
que afetem a integridade estrutural proteica podem influenciar negativamente a
estabilidade oxidativa da gordura. A alteracdo da acidez e equilibrio salino do meio
causa a desintegracao das submicelas de caseina (Walstra, 1990), expondo os acidos

graxos a acao dos compostos pro-oxidantes presentes na fase aquosa do leite.

Metabolismo de compostos fenolicos

Os polifendis sdo presentes nos alimentos sob a forma de ésteres, glicosideos ou
polimeros e quando consumidos ndo podem ser absorvidos na forma nativa. Essas
substancias devem ser hidrolisadas por enzimas intestinais ou microbianas em agliconas
para absorcdo. Durante o mesmo processo, os polifendis sdo conjugados no intestino
delgado e depois no figado, essas reagdes incluem metilacdo, sulfatacdo e
glucuronidagdo; que consistem, por sua vez, em uma desintoxica¢do metabdlica comum
a muitos xenobioticos e restringem seus potenciais efeitos toxicos, com facilitacdo da
eliminagdo biliar e urindria. Os metabdlitos conjugados circulantes sdo transportados
ligados a albumina (Manach et al., 2004).

Em ruminantes, o processo de fermentacdo ocorre primeiro no rimen ao contrario
de animais ndo ruminantes, em que ocorre no célon. Segundo Cortes et al. (2008), a
microbiota ruminal secreta glicosidases atuantes na hidrolise da lignana vegetal e
metabolismo em lignana mamifera. Gagnon et al. (2009) também demonstraram a
importante fun¢do do rimen no metabolismo de compostos fenolicos da classe das
lignanas vegetais, provenientes da casca de linhaca, em lignanas mamiferas. Os
microrganismos ruminais efetuam reagdes de hidrolise e conjugagdo desses compostos,
facilitando a absor¢@o no rimen. Segundo os autores, animais com produtos de linhaga
(casca e 6leo) administrados no ramen apresentaram aumento de dezesseis vezes a

concentragdo de lignanas mamiferas no leite em relagdo aos animais que receberam os
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produtos diretamente no abomaso; portanto, esses compostos podem se acumular na

glandula mamaria ao longo do tempo e concentrar no leite.

Residuo de uva na alimentac¢ao de ruminantes

O residuo de uva ¢ o material resultante da prensagem de uvas, composto por
cascas e sementes, o qual ¢ produzido em grande quantidade nas regides vinicolas.
Apesar de ser biodegradavel, o residuo de uva necessita de tempo para ser mineralizado,
constituindo-se em fonte potencial de poluentes para o meio ambiente (Cataneo et al.,
2008). Os produtores o utilizam como adubo nos proprios parreirais € o restante ¢
queimado (Embrapa, 2004).

Em regides tradicionalmente produtoras de vinho, a utilizagdo do residuo de uva
na alimenta¢do de animais ¢ comum pelo seu baixo custo e representa alternativa
alimentar para reduzir os efeitos da estacionalidade de producgdo forrageira na produgdo
animal.

A secagem e ensilagem s3o os métodos mais comuns de preservacao do alimento
em razdo de seu teor de umidade. O residuo resultante da produgdo de vinho apresenta,
em média, 48% de matéria seca (MS) e teores em nutrientes de 16,44% de proteina
bruta (PB), 51,20% de fibra em detergente neutro (FDN), 11,24% de extrato etéreo (EE)
e 3,72% de matéria mineral (MM) (Santos et al., 2010), com 41,66% de digestibilidade
“in vitro” da matéria seca, 28,12% de digestibilidade “in vitro” da proteina bruta e
64,46% de digestibilidade “in vitro” da FDN (Grande et al., 2010).

O residuo de uva ¢ incluido na fragao volumosa da dieta em razao dos elevados
teores de fibra. O conteudo de lignina reportado ¢ alto, 22,87% (Tosto et al., 2007), 22%
(Barroso et al., 2006), 26% (Baumgirtel et al., 2006), possivelmente presente em maior
proporcao na semente (49,81%) do que na casca (20,94%), como observaram Nornberg
et al. (2002). Segundo Pirmohammadi et al. (2007) o residuo de uva seco apresenta
maior degradabilidade efetiva da MS (35,9%) em relacdao ao residuo ensilado (22,9%)
pelo consumo parcial de carboidratos soluveis por bactérias fermentativas durante a
ensilagem.

O residuo de uva pode ser tnica fonte de volumoso na dieta de ovinos, quando
associado com concentrados energéticos como milho moido, raspa de mandioca e farelo

de palma, ndo comprometendo o consumo na propor¢ao 50% volumoso; no entanto, a
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digestibilidade ¢ reduzida, possivelmente em virtude do alto teor de lignina do alimento
(Barroso et al., 2006).

Trabalhos foram conduzidos visando avaliar a digestibilidade do residuo de uva
com ovinos, por Baumgirtel et al. (2007). Segundo os autores, o residuo de uva de
variedades tintas é bem consumido, mas sua inclusdo em 30% na matéria seca da dieta
resulta em redugdo na digestibilidade da MS, MO, PB, FDN, FDA, com excecao do EE.
A inclusdo do alimento na dieta pode resultar em diminui¢do na digestibilidade da
proteina por se tratar de alimento rico em taninos; esses possuem capacidade de ligacao
as proteinas e formacdo de complexos, reduzindo sua disponibilidade para digestdo e
absor¢ao. O residuo de uva também apresenta altos teores de lignina presentes,
principalmente, na semente e podem ser responsaveis pela diminui¢do da digestibilidade
dos nutrientes.

Zalikarenab et al. (2007) incluiram residuo de uva branca e tinta na dieta de
ovinos em substituicdo a alfafa e também observaram diminuicao no coeficiente de
digestibilidade da MS e MO, e de todos os nutrientes (PB, FDN e energia
metabolizével), sobretudo aqueles referentes ao residuo de uva tinta; os autores
relacionaram a baixa digestibilidade da PB aos altos teores de compostos fenolicos
(25,6g kg”! MS) e taninos (20,2g kg™ MS).

Ap0s a prensagem para obten¢do do suco para produgdo de vinho, as sementes
resultantes ainda podem ser utilizadas para obtencdo de dleo. O residuo desse ultimo
processo, o farelo de semente de uva, foi a matéria-prima avaliada por Cottyn et al.
(1981) na alimentacdo de novilhos. Os autores obtiveram resultados em consumo e
ganho de peso semelhantes a alimentos normalmente utilizados para esses animais. Mas
quando adicionaram 4% de hidroxido de sddio ao farelo, animais alimentados com 10%
do farelo apresentaram ganho didrio semelhante a dieta controle, mas menor eficiéncia
de conversdo alimentar, porque o consumo de MS foi menor e digestibilidade aparente
da MO de 27%.

Bahrami et al. (2010) avaliaram o residuo de uva na forma seca sobre o
desempenho, ingestdo de matéria seca (IMS) e digestibilidade de cordeiros em engorda.
Com dietas experimentais contendo 0%, 5%, 10%, 15% e 20% de residuo de uva seca
na MS, relataram aumento na digestibilidade da MS, MO, PB, FDN das dietas com o

aumento do contetido de residuo, com melhores valores observados no tratamento com
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10% de residuo de uva. Niveis de inclusdo acima de 10% diminuiram a IMS, o ganho

médio didrio e peso final.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo com este estudo foi melhorar a estabilidade oxidativa da gordura do
leite de vacas alimentadas com 6leo de soja através da inclusao de silagem de residuo de
uva nas dietas, como fonte de antioxidante natural. Para isso, avaliaram-se os seguintes
parametros: producdo, composi¢do, composi¢do de acidos graxos e estabilidade
oxidativa do leite e também o consumo, digestibilidade dos nutrientes e parametros

sanguineos.



I.  Consumo, Digestibilidade Aparente e Parametros Sanguineos de Vacas da
Raca Holandesa Alimentadas com Niveis de Silagem de Residuo de Uva em

Dietas com Oleo de Soja

Resumo: Objetivou-se avaliar o consumo, a digestibilidade aparente e os
parametros sanguineos de vacas da raca Holandesa confinadas, alimentadas com dieta
controle com 4% de 6leo de soja, dieta com 4% de 6leo de soja e 5% de silagem de
residuo de uva, dieta com 4% de 6leo de soja e 7,5% de silagem de residuo de uva, dieta
com 4% de o6leo de soja e 10% de silagem de residuo de uva. Foram utilizadas quatro
vacas lactantes com peso vivo médio de 504 + 26 kg e 136 +£28 dias de lactacao,
distribuidas em um quadrado latino com quatro tratamentos e quatro periodos de 21 dias
cada. Consumo e digestibilidade aparente total dos nutrientes foram estimados e a
concentragdo de metabolitos sanguineos analisados. As anélises dos dados mostram que
nao foram observadas diferencas (P>0,05) na ingestdo de MS, MO, PB, FDN, FDA e
CNF, entretanto, o fornecimento de dietas contendo a silagem de residuo de uva
resultou em maior consumo de EE (P=0,02). A digestibilidade aparente total dos
nutrientes foi afetada pelos niveis de silagem de residuo de uva. A digestibilidade da
MS foi reduzida linearmente (P=0,02), assim como a MO (P=0,03) ¢ PB (P=0,03) a
partir do nivel de 7,5% na MS de silagem de residuo de uva. A digestibilidade do EE foi
reduzida linearmente com os niveis de inclusdo da silagem de residuo de uva (P=0,02).
As dietas estudadas modificaram a digestibilidade de forma linear negativa da FDN
(P=0,02) e da FDA (P=0,01) e os resultados mostraram esse efeito a partir do nivel de
inclusdo de 5% na MS. A digestibilidade dos CNF ndo foi influenciada pelos
tratamentos. Com relacdo aos parametros sanguineos, as concentracdes de glicose,
triglicerideos, colesterol total e fracdes HDL, LDL, VLDL e ureia ndo foram
influenciadas (P>0,05) pelas dietas experimentais. Desta forma, o fornecimento da
silagem de residuo de uva ndo alterou o consumo e pardmetros sanguineos dos animais,

mas reduziu a digestibilidade dos nutrientes.

Palavras-chave: residuo de uva, digestibilidade, matéria seca, silagem, polifendis



Intake, Apparent Digestibility and Blood Parameters of Holstein Cows Fed with
Grape Residue Silage Levels in Diets with Soybean Oil

Abstract: The objective was to evaluate the intake, digestibility and blood
parameters of Holstein cows confined and fed with control diet of 4% soybean oil, diet
with 4% soybean oil and 5% grape residue silage, diet with 4% soybean oil and 7.5% of
grape residue silage, diet with 4% soybean oil and 10% grape residue silage. There were
used four lactating cows with average weight of 504 + 26 kg and 136 + 28 days in milk.
They were assigned in a Latin square with four treatments and four periods of 21 days
each. Total intake and digestibility of nutrients were estimated and the concentration of
blood metabolites analyzed. Data analysis showed that there were no differences on DM
intake, OM, NDF, AFD and NFC (P>0.05), however, the provision of diets
supplemented with grape residue silage resulted in greater consumption of EE (P=0.02).
The total apparent digestibility of nutrients was affected by levels of grape residue
silage. DM digestibility was reduced linearly (P=0.02) as OM (P=0.03) and CP
(P=0.03) from the level of 7.5% DM silage waste grape. Digestibility of EE was
reduced linearly with the levels of inclusion of grape residue silage (P=0.02). The diets
changed the digestibility of the NDF linearly negative (P=0.02) and ADF (P=0.01) and
the results showed that effect with the inclusion level of 5% DM. The digestibility of
NFC was not affected by treatments. Regarding blood parameters, concentrations of
glucose, triglycerides, total cholesterol and HDL, LDL, VLDL and urea were not
affected (P>0.05) by diets. Thus, the supply of grape residue silage did not alter intake

and blood of animals, but decreased the digestibility of nutrients.

Key words: digestibility, dry matter, grape residue, polyphenols, silage
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Introducio

O residuo de uva ¢ o material resultante da prensagem de uvas, composto por
cascas e sementes, o qual ¢ produzido em grande quantidade nas regides vinicolas.
Apesar de ser biodegradavel necessita de tempo para ser mineralizado, constituindo-se
em fonte potencial de poluentes para o meio ambiente (Cataneo et al., 2008). Em
regides tradicionalmente produtoras de vinho, a utilizagdo do residuo de uva na
alimentacdo de animais ¢ comum pelo seu baixo custo e representa alternativa alimentar
para reduzir os efeitos da estacionalidade de produgdo forrageira na produgdo animal.
Com o crescente interesse nos compostos antioxidantes da uva (Negro et al., 2003;
Montealegre et al., 2006; Llobera & Caifiellas, 2007; Soares et al., 2008), o residuo de
uva apresenta potencial para utilizagdo nas dietas de ruminantes como fonte desses
compostos.

O residuo resultante da producao de vinho apresenta, em média, 48% de matéria
seca (MS) e teores em nutrientes de 16,44% de proteina bruta (PB), 51,20% de fibra em
detergente neutro (FDN), 11,24% de extrato etéreo (EE) e 3,72% de matéria mineral
(MM) (Santos et al., 2010), com 41,66% de digestibilidade “in vitro” da matéria seca,
28,12% de digestibilidade “in vitro” da proteina bruta e 64,46% de digestibilidade “in
vitro” da FDN (Grande et al., 2010). A secagem e ensilagem sdo os métodos mais
comuns de preservacao do alimento pelo seu teor de umidade.

A avaliagdo da inclusdo do residuo de uva tem sido realizada em dietas para
ovinos. O alimento ¢ bem aceito pelos animais, mas exerce efeito de reducdo na
digestibilidade da matéria seca e nutrientes, com exce¢ao do EE (Baumgirtel et al.,
2007). Zalikarenab et al. (2007) alimentaram ovinos com residuo seco de uva branca e
tinta em substituicdo a alfafa e observaram diminui¢do no coeficiente de digestibilidade
da matéria seca, proteina bruta e fibra em detergente neutro.

Esses efeitos sdo mais pronunciados com o uso do residuo proveniente de
variedades tintas, relacionando o alto teor de polifendis a reducdo na digestibilidade da
proteina (O’Connell & Fox, 2001) e o alto teor de lignina (Baumgértel et al., 2006) a
reducdo na digestibilidade da matéria seca e nutrientes.

Nesse estudo, objetivou-se avaliar o efeito do fornecimento de silagem de
residuo de uva em dietas com 6leo de soja, para vacas em lactagdo, sobre os parametros

consumo e digestibilidade de nutrientes e metabdlitos sanguineos.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido no setor de Bovinocultura de leite da Fazenda
Experimental de Iguatemi, do Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de
Maringé. Foram utilizadas quatro vacas da raca Holandesa, primiparas, com 136 + 28
dias de lactacdo, peso vivo médio de 504 + 26 kg. Esses animais foram distribuidos em
quadrado latino 4x4, com quatro periodos experimentais de 21 dias cada, com 14 dias
para adaptacdo e sete dias para coleta.

As vacas permaneciam confinadas em baias individuais, com alimentagdo
fornecida duas vezes ao dia, as 8h e 16h, em média 2,9% de matéria seca em relacdo ao
peso vivo, com a quantidade de alimento ajustada para obter 100 g/kg de sobras. A
razao volumoso:concentrado foi de 60:40, objetivando que as dietas fossem
1sonitrogenadas e teores semelhantes de extrato etéreo, de modo a atender as exigéncias
nutricionais de vacas em lactacdo, conforme NRC (2001). A dieta era composta de
silagem de milho como volumoso, concentrado e diferentes niveis de silagem de residuo
de uva. O concentrado foi composto de farelo de soja, milho moido, farelo de trigo, dleo

de soja refinado e ureia (Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢do quimica dos alimentos utilizados nas ragdes

Alimentos 1 %
MS PB EE FDN Ca P
Silagem de milho 20,5 8.4 2,92 50 0,52 0,16
Silagem de residuo de uva 33 27 10,8 50 0,345 0,22
Farelo de soja 89,62 52,46 2,27 12,96 0,41 0,62
Milho moido 89,13 8,42 4,45 14,67 0,023 0,31
Farelo de trigo 89 18,4 4,61 10,67 0,14 0,98
Oleo de soja refinado 100 100
Ureia 100 281

"' MS= Matéria seca, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo, FDN= fibra em detergente neutro, Ca=
calcio, P = fosforo.

Os tratamentos estudados foram os seguintes (Tabela 2): dieta controle com o6leo
de soja, dieta com 6leo de soja + 5% de silagem de residuo de uva, dieta com 6leo de
soja + 7,5% de silagem de residuo de uva e dieta com 6leo de soja + 10% de silagem de

residuo de uva.
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TABELA 2 — Composicao percentual (% da MS) e quimica das dietas experimentais:
controle sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva na MS, 7,5%
de silagem de residuo de uva na MS e 10% de silagem de residuo de uva na MS

. Tratamentos

Ingredientes

0% 5% 7,5% 10%
Silagem de milho 60 55 52,5 50
Silagem de residuo de uva - 5 7,5 10
Farelo de soja 15,30 16,80 15,80 14,30
Milho moido 9,80 14,70 15,80 18,00
Farelo de trigo 6,0 - - -
Oleo de soja refinado 4,0 4,0 4,0 4,0
Ureia 04 - - -
Suplemento mineral vitaminico™* 2,80 2,80 2,80 2,80
Bicarbonato de sodio 0,64 0,60 0,64 0,40
Fosfato Bicalcico 0,45 0,55 0,45 0,37
Sal Comum 0,05 0,05 0,05 0,03
Composi¢do quimica (% da MS)
MS % * 50,30 50,51 50,86 51,35
MO % 86,35 86,39 86,45 86,63
PB % 14,61 14,49 14,13 14,30
EE % 6,74 7,10 7,32 7,57
FDN % 34,65 33,97 34,33 34,37
FDA % 21,58 22,25 22,89 23,37
Cinzas % 6,50 6,27 6,48 5,76

*Ca: 156 g/kg; P: 51 g/kg; S: 20 g/kg; Mg: 33 g/kg; Na: 93 g/kg; K: 28 g/kg; Co: 30 mg/kg;
Cu: 400 mg/kg; Cr: 10 mg/kg; Fe: 2.000 mg/kg; I: 40 mg/kg; Mn: 1.350 mg/kg; Se: 15 mg/kg;
F: 510 mg/kg; Zn: 1.700 mg/kg; Monensina sodica: 480 mg/kg.

* MS= Matéria seca, MO= Matéria organica, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo, FDN= fibra em
detergente neutro, FDA= fibra em detergente acido

O residuo de uva utilizado, composto por cascas e sementes, era predominante da
variedade Isabel (Tabela 3), resultante da produgdao de suco de uva da Cooperativa
Agroindustrial de Rolandia (Corol) — PR. Apds prensagem na industria, o material foi
transportado até as dependéncias da Fazenda Experimental de Iguatemi e procedeu a
ensilagem do material que continha 28% de matéria seca. Os silos utilizados eram feitos
de alvenaria com volume de 1,8 m? a compactagdo foi realizada por pisoteamento
resultando em densidade de 720 kg/m?. Com base em um estudo realizado pelo grupo
de pesquisa anteriormente (Grande et al., 2010) adicionou-se ao residuo de uva 1% de
ureia com base na matéria verde e o silo foi aberto apos 30 dias de ensilagem visando
obter adequada digestibilidade. Apds a compactacgdo, os silos foram vedados com lona

preta e tiras de borracha.
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TABELA 3 — Composi¢do quimica e em dcidos graxos da silagem de residuo de uva
Composi¢do quimica (% da MS)

Matéria seca 33,70
Matéria organica 91,37
Extrato etéreo 10,50
Proteina bruta 20,58
Fibra em detergente neutro 58,36
Fibra em detergente 4acido 43,14
Celulose 33,00
Hemicelulose 15,22
Lignina 10,14
Carboidratos ndo fibrosos 7,76
NIDN/NT 69,60°
NIDA/NT 25,00
Cinzas 2,81
Energia Bruta® 5,49
Acidos graxos (% do total)
16:0 12,51
18:0 4,43
18:1cis9 19,21
18:2cis6 61,15
18:3cis3 1,41
AGPIT¢ 63,47
AGMI® 19,21
AGS' 17,32
Omega 6 62,01
Omega 3 1,46
Omega 6:6mega 3 42,43
Polifendis totais (mg EAG/100mg base seca) © 1.517,04
Flavonoides (mg EQ/100mg base seca) " 228,40

“ NIDN/NT: nitrogénio insolivel em detergente neutro, em % do nitrogénio total; "NIDA/NT: nitrogénio
insoltivel em detergente acido, em % do nitrogénio total; °Energia Bruta: Kcal/kg; “AGPI: 4cidos graxos
poli-insaturados; “AGMI: acidos graxos monoinsaturados; 'AGS: 4cidos graxos saturados; *EAG:
equivalente 4cido galico; " EQ: equivalente quercetina.

Amostras didrias de alimentos fornecidos e sobras foram realizadas e mantidas
congeladas a -10°C. O preparo das amostras para analise foi realizado por meio de
secagem em estufa de ventilagdo forgada (55°C, 72 h), moidas em peneira com crivo de
1 mm, posteriormente, foram compostas proporcionalmente, com base no peso seco ao
ar, resultando em uma unica amostra média por animal e por periodo. As andlises foram
realizadas para determinag¢do de matéria seca (MS), proteina bruta (PB), extrato etéreo
(EE), cinzas, segundo Silva & Queiroz (2002). A concentracdo da fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram determinadas conforme descrito
em Van Soest et al. (1991) no determinador de fibra Tecnal TE-149 (Piracicaba, Sao
Paulo, BR).
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Do décimo quinto ao vigésimo dia de cada periodo experimental, foram coletadas
amostras de fezes, diretamente na ampola retal, as 8h e 16h. Apds secagem em estufa
com ventilacdo forgada (55°C — 72 h), as amostras foram processadas em moinho do
tipo Willey (1 mm) e compostas proporcionalmente, com base no peso seco ao ar, por
animal e periodo e armazenadas para posterior analise.

Para determinag¢do do consumo de matéria seca ¢ nutrientes, diariamente foram
registradas as quantidades de alimento oferecido e sobras, de modo a obter diariamente
100 g/kg de sobras. Para estimac¢do da excrecao fecal diéria foi utilizada como indicador
interno a fibra em detergente neutro indigestivel (FDNi), estimada nas amostras do
alimento fornecido, sobras e fezes por intermédio de procedimento de digestibilidade
“in situ” descrita em Cochran et al. (1986), por 240h como sugerido por Casali et al.

(2008), seguindo as equagdes:

: _ CFDNa
EF = FDNuof

CFDNi=FDNiof — FD'Nis

Em que: EF = excre¢do fecal (kg/dia); CFDNi = consumo de fibra em detergente neutro
indigestivel (kg); FDNif = fibra em detergente neutro indigestivel das fezes (kg/kg);
FDNiof = fibra em detergente neutro indigestivel do oferecido (kg); FDNis = fibra em
detergente neutro indigestivel das sobras (kg).

A percentagem de NDT dos tratamentos foi determinada pela equacdo descrita
por Weiss (1999):

NDT (%) = PBD + FDND + CNFD + (EED x 2,25)

Em que: NDT = nutrientes digestiveis totais; PBD = proteina bruta digestivel; FDND =

fibra em detergente neutro (sem correcdo para cinzas e proteina); CNFD = carboidratos
nao fibrosos digestiveis e EED= extrato etéreo digestivel. Sendo:

CNF (%) = 100 — (FDN + PB + EE + cinzas) (Weiss, 1999)

A concentragdo de energia liquida de lactacdo (EL.) foi estimada por meio da
equagao descrita pelo NRC (2001):
EL; (mcal/kg) =0,0245 x NDT (%) — 0,12
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Avaliou-se o tamanho de particula de forragem, racao total misturada (RTM) e
sobras (Tabela 6), com o uso do separador de particulas Penn State (Heinrichs, 1996)
com duas peneiras: a superior retém particulas de tamanho 19-38 mm, o meio retém o
tamanho 7,8-19 mm e o compartimento do fundo acumula particulas menores de 7,8
mm; como ferramenta complementar na interpretacdao dos dados.

Na manha do décimo oitavo dia de cada periodo experimental, foi realizada a
coleta de sangue dos animais, em jejum, pela veia jugular em tubos contendo heparina.
As amostras de sangue foram submetidas a centrifuga¢do a 2.500 g por 20 minutos,
sendo o plasma separado, acondicionado em frasco eppendorf e armazenado a —20°C,
segundo metodologia descrita por Cavalieri et al. (2009). Os parametros sanguineos
analisados foram VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), LDL (lipoproteina de
baixa densidade), HDL (lipoproteina de alta densidade), colesterol total (teste
fotométrico 28 enzimatico), triglicerideos (teste colorimétrico enzimatico) e glicose
(teste colorimétrico enzimatico) no aparelho Vitalab Selectra 2 com Kits comerciais da

®
Diasys .

A andlise dos resultados foi realizada com o uso do software R versdo 2.12.0
(2010), considerou-se os dados em um modelo linear para efeitos mistos aplicavel ao
quadrado latino, com analise de variancia e regressao e ajuste das equagdes segundo o
modelo Y = By + B1Xi + &;, quando significativo ao nivel de 5% de probabilidade. As
médias dos tratamentos foram comparadas com as médias controle pelo teste Dunnett,

com a significancia declarada a 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

A andlise dos dados mostra que a inclusdo da silagem de residuo de uva ndo
resultou em diferengas na ingestao de matéria seca e nutrientes (P>0,05), com excecao
do EE (Tabela 4). Neste parametro houve aumento linear no consumo de EE a medida
da maior participacdo da silagem de residuo de uva (P=0,02) em funcdo de seu alto

contetdo em EE (10,5%) em substitui¢cdo a silagem de milho.
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TABELA 4 - Ingestio de nutrientes (kg dia’ e %PV) por vacas da raga Holandesa
alimentadas com dieta controle sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de
residuo de uva, 7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P' EP
0% 5% 7,5% 10% L Q
kg dia”!
MS 14,46 14,73 14,03 14,71 0,94 0,99 0,59
MO 12,45 12,70 12,11 12,71 0,94 0,98 0,51
PB 2,27 2,27 2,12 2,25 0,82 0,99 0,11
EE* 1,08 1,13 1,16 1,21 0,003 0,87 0,03
FDN 4,56 4,59 4,26 4,59 0,92 1,00 0,02
FDA 2,90 3,10 3,00 3,24 0,14 0,73 0,14
CNF 5,57 5,78 5,57 5,78 0,97 0,97 0,51
EL;" 36,09 35,01 35,63 32,91 0,59 0,82 2,49
%PV

MS 2,90 2,92 2,86 2,83 0,98 0,99 0,14
MO 2,50 2,52 2,47 2,45 0,99 0,99 0,12
PB 0,46 0,45 0,43 0,43 0,92 0,97 0,02
EE 0,22 0,22 0,24 0,23 0,19 0,65 0,01
FDN 0,92 0,91 0,87 0,88 0,95 0,98 0,06
FDA 0,58 0,61 0,61 0,62 0,92 0,97 0,04
CNF 0,18 0,19 0,18 0,22 0,72 0,98 0,10

'Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); *9=1,073+0,013x (r°=0,27);
® Mcal/dia; EP — erro padrio da média.

Os animais alimentados com as dietas experimentais apresentaram consumo
médio de 14,48 kg dia'e 2,88 %PV de MS. Em média, o consumo de FDN foi de 4,50
kg dia” ¢ 0,89 %PV, valor este inferior aquele reportado por Mertens (1992) de 1,2
%PV de FDN, considerado ideal para vacas leiteiras. Esse fato pode estar relacionado
ao inadequado tamanho de particula do volumoso observado durante o curso do
experimento. Observa-se na Tabela 5, que o tamanho médio de particula das dietas ndo
foi adequado as recomendacdes de Heinrichs (1996). A silagem de milho apresentou
alta proporc¢ao de particulas grandes e baixa propor¢do dos tamanhos médios (7,8-19
mm) e pequenos (7,8 mm). Isso também foi observado nas caracteristicas da ragao total
e das sobras. O resultado pode ter sido a selecdo exercida pelos animais por particulas

menores e refugo das particulas maiores.
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Tabela 5 — Distribuicdo (%) por tamanho de particulas da silagem de milho, dieta
controle sem silagem de residuo de uva, dieta com 5% MS de silagem de residuo de
uva, 7,5% de silagem de residuo de uva, 10% de silagem de residuo de uva e respectivas
sobras, pelo método Penn State

Silagem de milho

Recomendagio’ Resultados obtidos
Superior (19-38 mm) 10-15 34
Meio (7,8-19 mm) 40-50 35
Fundo (<7,8 mm) 40-50 31
Racao total misturada
Recomendacéo’ 0% 5% 7,5% 10%
Superior (19-38 mm) 6-10 24 25 27 24
Meio (7,8-19 mm) 30-50 31 36 33 35
Fundo (<7,8 mm) 40-60 45 39 40 41
Sobras
0% 5% 7,5% 10%
Superior (19-38 mm) 34 30 33 19
Meio (7,8-19 mm) 41 40 38 40
Fundo (<7,8 mm) 25 30 29 41

"Heinrichs (1996).

A auséncia de efeito no consumo de alimentos pelas vacas nas dietas contendo a
silagem de residuo de uva contraria as afirmagdes de Fontenote et al. (1977) de que o
uso de residuos de frutas pode reduzir o consumo de alimentos em funcdo dos altos
teores de fibra, lignina e tanino, que atuam diminuindo a taxa de passagem dos
alimentos, com maior tempo de retencdo da dieta no trato gastrointestinal. Isto valida o
residuo de uva como alimento em potencial para vacas leiteiras.

Um estudo semelhante foi realizado por Bahrami et al. (2010) sobre os efeitos da
inclusao do residuo de uva seca em niveis na dieta de ovinos e verificaram variacdes no
consumo, com aumento significativo do mesmo até o nivel 10% na MS em relagdo ao
grupo controle; depois houve diminui¢do no consumo, com redu¢do maxima obtida com
20% do residuo de uva.

Quanto a digestibilidade (Tabela 6), observou-se reducdo linear (P=0,02) na
digestibilidade da MS com a inclusdo da silagem de residuo de uva nas dietas. Em
relagdo a dieta controle (70,65%) houve diminuicdo significativa desse pardmetro a
partir dos niveis 7,5% (62,61%) e 10% (58,69%) na MS. A digestibilidade da MO
apresentou o mesmo comportamento linear negativo (P=0,03) nas dietas com a silagem
de residuo de uva e as dictas contendo 7,5% e 10% diferiram da dieta controle. Esse

efeito se deve ao alto teor de lignina do residuo de uva (10%, Tabela 3) e faz dele um
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ingrediente de baixa digestibilidade. Estudos “in vitro” foram realizados por Grande et
al. (2010) com ensilagem do residuo de uva da produgdo de vinho e observaram 41,66%
de DIVMS. Nornberg et al. (2002) relataram valores reduzidos 23,95% de DIVMS, com
menor digestibilidade das sementes (27,08%) do que das cascas (33,75%).

TABELA 6 — Coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes de dietas
fornecidas a vacas da raca Holandesa alimentadas com dieta controle sem silagem de
residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva, 7,5% de silagem de residuo de uva e
10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P' EP
0% 5% 7,5% 10% L Q

MS? 70,65a 65,20a 61,84b 58,69b 0,02 0,65 249
MOP 72,06a 66,40a 63,54b 60,01b 0,03 0,64 2722
PB¢ 78,67a 71,11a 67,60b 65,92b 0,03 091 243
EE¢ 93,29 89,41 88,11 85,41 0,02 090 2,67
FDN* 54,68a 43,86b 37,65b 37,20b 0,02 099 3,17
FDA' 48,86a 37,07b 25,98b 25,38b 0,01 099 4,79
CNF 84,11 83,66 85,03 80,69 0,96 099 1,88

"Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); EP — erro padrdo da média.

9=70,967-1,174x (1’=0,39); §=72,262-1,213x (1’=0,46); §=78,392-1,258x (1’=0,41); *9=93,353-0,764x
(12=0,35); °9= 54,162-1,746x (1’=0,54); 'y= 49,008-2,361x (r’=0,61).

Meédias seguidas de letras diferentes do controle diferem pelo Teste Dunnett (p<0,05).

Houve diminui¢do na digestibilidade da PB da dieta, com comportamento linear
(P=0,03) a medida da maior participacao da silagem de residuo de uva nas dietas. Em
relacdo a dieta controle (78,67%) esta reducdo na digestibilidade foi significativa com
os niveis 7,5% e 10% na MS com médias 69,31% e 65,92%, respectivamente. Esse fato
pode ser atribuido a baixa qualidade de proteina evidenciado pelos teores de 69,6% de
NIDN e 25% de NIDA em relagdo ao nitrogénio total (Tabela 3), associada a fragao
fibrosa e também aos polifenodis presentes na uva (1.517,04 mg EAG /100 mg) que
reduzem a digestibilidade da proteina por ligagcdo direta e pela inibi¢do de enzimas
digestivas no trato digestorio (O’Connell & Fox, 2001). A silagem de residuo de uva ja
foi reportada por apresentar proteina de baixa digestibilidade por Grande et al. (2010)
com 28,12% de DIVPB.

Foi observado efeito significativo (P=0,02) das dietas com silagem de residuo de
uva sobre a digestibilidade do EE que apresentou comportamento linear negativo. O
consumo de EE foi aumentado pela inclusao (P=0,003), a biohidrogenacao dos acidos

graxos poli-insaturados que podem ter contribuido para um aporte maior de acidos
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graxos saturados no intestino. Segundo Palmquist & Mattos (2006) a digestibilidade de
lipideos em ruminantes tende a diminuir quando a ingestdo de &cidos graxos ¢
aumentada e 4cidos graxos saturados apresentam baixa solubilidade para absor¢do.
Resultado diferente foi observado por Baumgirtel et al. (2007) na avaliacdo do residuo
de uva na dieta de ovinos, ndo foi constatada diferenca na digestibilidade do EE das
dietas com residuo de uva em relagdo a dieta controle, com coeficiente de 69%.

A inclusdo da silagem de residuo de uva reduziu a digestibilidade da FDN de
forma linear (P=0,02). Em relacdo a dieta controle, contatou-se que a digestibilidade foi
reduzida pelo nivel mais baixo de 5% do alimento na dieta (44,36%) até o nivel 10%
(37,20%). Observou-se também diminuicao na digestibilidade da FDA (P=0,01) com
comportamento linear e assim como a FDN, a FDA foi afetada desde a menor
proporcao da silagem de residuo de uva nas dietas. O mesmo efeito foi relatado por
Baumgirtel et al. (2007) que observaram reducdo de 31,5% na digestibilidade da FDN
quando alimentaram ovinos com 30% de residuo de uva na MS da dieta, e diminuigdo
de 56% na digestibilidade da FDA em relacdo a dieta controle.

Resultados diferentes deste trabalho foram obtidos em estudo conduzido por
Bahrami et al. (2010) que observaram aumento na digestibilidade da MS, MO, PB e
FDN com niveis crescentes do residuo de uva na dieta de ovinos, com melhores
resultados obtidos com 10% do residuo na MS.

Assim como nesse estudo, Zalikarenab et al. (2007) ao incluir residuo de uva
branca e tinta na dieta de ovinos em substituicdo a alfafa, também observaram
diminui¢do no coeficiente de digestibilidade da MS e MO, e de todos os nutrientes (PB,
FDN e EM), sobretudo aqueles referentes ao residuo de uva tinta; os autores
relacionaram a baixa digestibilidade da PB aos altos teores de compostos fendlicos
(25,6 g kg MS) e taninos (20,2 g kg MS).

O residuo de uva se enquadra no tipo de material citado por Lousada Junior et al.
(2005) que subprodutos contendo grande participacdo de sementes em sua constituigdo
podem apresentar elevados teores de taninos, uma vez que as sementes contém altas
concentragdes de taninos no tegumento.

Alguns autores reportaram o alto contetdo em lignina do residuo de uva (22,87%
e 26%, Tosto et al., 2007; Baumgirtel et al., 2006, respectivamente), ela ¢ geralmente
considerada como o principal fator limitante da digestibilidade. A lignina se origina da

mesma via de sintese (acido chiquimico) dos compostos fendlicos, como flavonas,
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taninos condensados, lignanas e isoflavonas na planta (Van Soest, 1994). O uso do
residuo de uva, sendo caracteristicamente rico nessas substancias, sempre estard
associado a seus efeitos na digestibilidade da matéria seca, no entanto, os compostos
fendlicos possuem propriedades antioxidantes e sua transferéncia para o leite ¢ de
interesse para estabilidade oxidativa do leite.

Observa-se na Tabela 7, que a inclusdao da silagem de residuo de uva nas dietas
ndo alterou os teores de CNF, em média 37,88%. Os valores sdo adequados em dietas
para vacas leiteiras segundo NRC (2001) que preconiza concentracdo de CNF entre 36-

44% na matéria seca para evitar acidose e problemas metabolicos.

TABELA 7 - Teor de carboidratos nao fibrosos (CNF), nutrientes digestiveis totais
(NDT), energia liquida de lacta¢dao (EL;) das dietas controle sem silagem de residuo de
uva, 5% de silagem de residuo de uva, 7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de
silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P'

0% 5% 7,5% 10% L Q
CNF (%) 37,50 38,17 37,86 38,00 0,91 0,98 0,26
NDT (%)* 74,15a  69,05a 68,09a 63,45b 0,01 0,77 2,29
EL; (Mcal/kg MS)b 1,70a 1,57a 1,55a 1,43b 0,01 0,79 0,05

"Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); EP — erro padrdo da média.
9=74,31-1,006x (r*=0,39); *9=1,69-0,024x (’=0,38).
Meédias seguidas de letras diferentes do controle diferem pelo Teste Dunnett (p<0,05).

Foi observado efeito significativo da silagem de residuo de uva sobre os teores de
NDT, os quais apresentaram comportamento linear negativo (P=0,01) com a inclusao do
alimento. Houve diferenca significativa dessa redug¢ao com o nivel 10% (63,51% NDT)
em relacdo a dieta controle (73,97% NDT). Com o valor de NDT relacionado a
composi¢do da dieta e ao coeficiente de digestibilidade, a redugdo nestes teores era
esperada, visto que houve diminui¢do na digestibilidade da proteina, da fibra em
detergente neutro e extrato etéreo a medida que foi incluida a silagem de residuo de uva
nas dietas. A reducdo no teor energético das dietas com silagem de residuo de uva ndo ¢
adequada para os animais desse estudo, considerando o nivel de producao e consumo de
alimentos, pois 0 NRC (2001) recomenda teor de NDT de 70% na MS.

Os valores de EL foram alterados pelos niveis da silagem de residuo de uva de
forma linear negativa (P=0,01). A dieta contendo 10% do residuo apresentou
1,44 Mcal/kg MS e diferiu significativamente da dieta controle com 1,69 Mcal’kg MS,

mesmo efeito ocorrido com os valores de NDT. As dietas experimentais foram
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formuladas por substitui¢do da silagem de milho que € um volumoso de boa qualidade
pela silagem de residuo de uva, um ingrediente altamente fibroso, por consequéncia,
houve diminui¢do do contetido de energia das dietas. A reducdo no teor de energia das
dietas também foi observada por Baumgiértel et al. (2007) com redu¢@o no contetido de
energia metabolizavel em dietas com propor¢do 30% do residuo de uva na MS. E sabido
que o residuo de uva apresenta baixo valor energético, como reportaram Tosto et al.
(2007), na forma desidratada apresentou 48,3% de NDT e 2,16 Mcal/kg de energia
digestivel.

Pode ser observado na Tabela 8, que ndo houve efeito significativo (P>0,05) da
alimentacdo com silagem de residuo de uva sobre a concentragdao sanguinea de glicose,
com as médias dos tratamentos (66,56 mg/dL) dentro da variacdo média de glicose em
bovinos (40-80 mg/dL), citado por Park & Jacobson (1993). Segundo os mesmos
autores, a alta capacidade de utilizar acetato para producao de energia em ruminantes

poupa glicose para diversos tecidos € mantém seu nivel sanguineo constante.

TABELA 8 — Metabdlitos sanguineos (mg/dL) de vacas da raca Holandesa alimentadas
com dieta controle sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva,
7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P'

0% 5% 7,5% 10% L Q EP
Glicose 65,00 65,50 66,75 69,00 0,32 0,77 348
Triglicerideos 13,25 16,25 15,75 15,00 0,92 0,99 2,98
Colesterol total 152,50 165,25 171,25 183,00 0,15 0,68 15,58
HDL 78,25 81,00 90,25 85,00 0,33 0,83 5,82
LDL 72,50 81,25 78,00 94,25 0,43 0,77 15,82
VLDL 2,50 3,00 3,00 3,00 0,99 099 0,61
Ureia 29,50 29,50 28,00 29,25 0,98 099 4,16

"Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); EP — erro padrdo da média.

A concentragdo média de triglicerideos (15,06 mg/dL) situa-se na variacdo média
relatada desse parametro entre 10,95 e 22,12 mg/dL por Pogliani & Birgel (2007), para
vacas adultas da raca Holandesa. Os niveis médios de colesterol total (168,0 mg/dL)
foram mais elevados em relagdo a faixa citada 109,47 e 157,47 mg/dL pelos mesmos
autores.

Atualmente ha um crescente interesse no potencial antioxidante dos polifendis
para auxilio na prevenc¢do e tratamento de doencas humanas, como as cardiovasculares e

cancer. A alimentagdo com fontes de polifendis ¢ esperada melhorar ndo somente o
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perfil lipidico sanguineo, como também manter a integridade estrutural dos compostos
contidos nas lipoproteinas transportadoras em estresse oxidativo, mas os resultados
obtidos em pesquisas ainda sdo diversos. Ishimoto (2008) alimentou hamsters com dieta
hiperlipidémica associada a 20% de residuo de uva da producdo de suco e observou
redugdo nas concentragdes sé€ricas de triglicerideos, colesterol total e as fragcdoes HDL,
LDL e VLDL. O autor também relata que os antioxidantes da uva atuam na protecao da
LDL sob condi¢des oxidativas, fator responsavel pelo surgimento de processo
inflamatorio nas artérias.

Assim como nesse estudo Gobert et al. (2009) nao observaram modificacdo da
concentracdo das classes lipidicas sanguineas quando suplementaram vitamina E
associada a um extrato rico em polifendis a vacas leiteiras alimentadas com 6leo de
linhaca. No entanto, esse tratamento melhorou a resisténcia da LDL a oxidacao
induzida. Do mesmo modo, Paschoal (2007) ndo observou alteragdo nas concentragdes
de colesterol total e triglicerideos resultantes da alimentagcdo de vacas leiteiras com soja

extrusada e selénio como antioxidante.

Conclusao

A inclusdo da silagem de residuo de uva na dieta de vacas leiteiras ndo alterou o
consumo. No entanto, a participagdo desse alimento reduziu a digestibilidade da matéria
seca e nutrientes, € consequentemente diminuiu o valor energético das dietas. A silagem

de residuo de uva nao alterou o perfil de metabolitos sanguineos dos animais.
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II.  Produciao, Qualidade e Estabilidade Oxidativa do Leite de Vacas da
Raca Holandesa Alimentadas com Niveis de Silagem de Residuo de Uva em

Dietas com Oleo de Soja

Resumo: Objetivou-se avaliar a produ¢do, composi¢do, composi¢ao de acidos
graxos e estabilidade oxidativa do leite de vacas da raca Holandesa confinadas,
alimentadas com dieta controle com 4% de 6leo de soja, dieta com 4% de dleo de soja e
5% de silagem de residuo de uva, dieta com 4% de 6leo de soja e 7,5% de silagem de
residuo de uva, dieta com 4% de o6leo de soja e 10% de silagem de residuo de uva.
Foram utilizadas quatro vacas lactantes com peso vivo médio de 504 + 26 kg e 136 £ 28
dias de lactagdo, distribuidas em um quadrado latino com quatro tratamentos e quatro
periodos de 21 dias cada. As andlises dos dados mostram que ndo foram observadas
diferengas (P>0,05) na producdo de leite e producao de leite corrigida para 3,5% de
gordura com as dietas experimentais. Os componentes do leite ndo foram alterados,
entretanto, houve reducao (P=0,05) dos teores de N-ureico com os niveis 7,5% e 10%
de silagem de residuo de uva na matéria seca. Também nao houve efeito (P>0,05) dos
tratamentos sobre a composicao de acidos graxos individuais e as proporc¢des de acidos
graxos. As concentracdes de polifendis no leite com a inclusao da silagem de residuo de
uva ndo foram significativas, assim como o teor de flavonoides (P>0,05). O parametro
de forca de reducao do leite foi afetado pelas dietas (P=0,002) e o nivel 10% de silagem
de residuo de uva apresentou maior for¢a de reducdo. Porém, esta maior atividade
antioxidante do leite ndo resultou em menor producdo de hidroperdxidos dieno
conjugados (P>0,05) indicando que estudos sdo necessarios no sentido de determinar a
razao adequada entre antioxidantes e acidos graxos insaturados para prevenir a oxidacao

do leite.

Palavras-chave: dcido graxo, antioxidante, residuo de uva, silagem, producao de leite



Production, Quality and Oxidative Stability of Milk from Holstein Cows Fed with
Grape Residue Silage Levels in Diets with Soybean Oil

Abstract: The objective was to evaluate the production, composition, fatty acid
composition and oxidative stability of milk from Holstein cows confined and fed with
control diet of 4% soybean oil, diet with 4% soybean oil and 5% silage grape residue,
diet with 4% soybean oil and 7.5% of grape residue silage, diet with 4% soybean oil and
10% silage grape residue. There were used four lactating cows with average weight of
504 + 26 kg and 136 &+ 28 days of lactation. They were assigned in a Latin square with
four treatments and four periods of 21 days each. Data analysis showed that there were
no differences (P>0.05) on milk production and milk yield corrected to 3.5% fat with
the experimental diets. Milk components were not changed, however, decreased
(P=0.05) the levels of N-urea with levels 7.5% and 10% silage grape residue on dry
matter. There was also no effect (P>0.05) of treatments on the individual fatty acid
composition and proportions. The concentrations of polyphenols in milk with the
addition of grape residue silage were not significant, as the flavonoid content (P>0.05).
The parameter of power reduction of milk was affected by diet (P=0.002) and level 10%
silage grape residue showed higher power reduction. However, this increased
antioxidant activity of milk did not result in lower production of conjugated diene
hydroperoxides (P>0.05) indicating that studies are needed in order to determine the
proper ratio between unsaturated fatty acids and antioxidants to prevent oxidation of

milk.

Key words: antioxidant, fatty acid, grape residue, milk production, silage
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Introducio

O leite bovino e os produtos lacteos sdo alimentos comuns e essenciais & maioria
da populagdo. A busca por melhoria em sua qualidade é crescente, de modo que
apresente boas caracteristicas nutritivas e também substancias benéficas a saude do
consumidor.

A proporc¢do com que os acidos graxos sdo incorporados na gordura do leite pode
ser alterada através da dieta de vacas leiteiras, principalmente pela suplementacdo com
Oleos vegetais e graos de oleaginosas (Kennelly et al., 1996), com modificagdo da razao
entre acidos graxos de cadeia curta e longa e o grau de insaturacao da gordura. O uso do
6leo de soja tem sido efetivo no aumento do teor de 4cido linoleico conjugado (CLA) no
leite (Eifert et al., 2006; AlZahal et al., 2008) em razao do seu alto teor de acido
linoleico.

A produgdo de leite com melhor propor¢ao em acidos graxos da gordura ¢ muito
importante, entretanto, esse fator altera a suscetibilidade da gordura a deterioracao pelo
fato de os 4cidos graxos insaturados serem mais instaveis (Timmons et al., 2001). O
processo de oxidagao resulta na produgdo de aroma e sabor desagradaveis nos produtos
lacteos, tornando-os inaceitaveis ao consumo. Granelli et al. (1998) associam a razao
para a ocorréncia de sabor oxidado no leite a maior propor¢ao do acido graxo 18:1trans
e 18:2.

Estudos ja foram realizados no intuito de melhorar a estabilidade oxidativa do
leite, particularmente na avaliagdo do a-tocoferol e P-caroteno como antioxidante
(Atwal et al., 1991; Havemose et al., 2004; Havemose et al., 2006; Slots et al., 2007),
isoflavonas (King et al., 1998), selénio organico (Paschoal et al., 2007). Petit et al.
(2009) suplementaram vacas leiteiras com 20% de casca de linhaca na matéria seca e
verificaram aumento na concentra¢do de enterolactona, lignana mamifera oriunda de
lignana vegetal da casca de linhaga, no leite. Essa substincia tem sido relatada como
portadora de alta atividade antioxidante e estudos a associam a menor incidéncia de
doengas cardiovasculares, cancer e osteoporose.

A uva (Vitis sp.) tem sido extensivamente caracterizada quanto aos teores de
compostos antioxidantes (Negro et al., 2003; Montealegre et al., 2006; Llobera &
Cafiellas, 2007; Soares et al., 2008), assim como seus produtos derivados como sucos ¢
vinhos (Malacrida & Motta, 2005; Hogan et al., 2009). O residuo de uva é o material

resultante da prensagem de uvas, composto por cascas e sementes, produzido em grande
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quantidade nas regides vinicolas. Apresenta as mesmas propriedades antioxidantes da
uva (Makris et al., 2007), com potencial para utilizacdao nas dietas de ruminantes como
fonte desses compostos.

Assim, objetivou-se neste estudo avaliar o efeito do fornecimento de silagem de
residuo de uva em dietas com 6leo de soja, para vacas em lactagdo, sobre producao,

composicao, qualidade e estabilidade oxidativa do leite.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no setor de Bovinocultura de leite da Fazenda
Experimental de Iguatemi, do Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual de
Maringé. Foram utilizadas quatro vacas da raca Holandesa, primiparas, com 136 + 28
dias de lactacao, peso vivo médio de 504 + 26 kg. Esses animais foram distribuidos em
quadrado latino 4x4, com quatro periodos experimentais de 21 dias cada, com 14 dias
para adaptacao e sete dias para coleta.

As vacas permaneciam confinadas em baias individuais, com alimentagdo
fornecida duas vezes ao dia, as 8h e 16h, em média 2,9% de matéria seca em relacao ao
peso vivo, com a quantidade de alimento ajustada para obter 100 g/kg de sobras. A
razdo volumoso:concentrado foi de 60:40, objetivando que as dietas fossem
isonitrogenadas e teores semelhantes de extrato etéreo, de modo a atender as exigéncias
nutricionais de vacas em lactacdo, conforme NRC (2001). A dieta era composta de
silagem de milho como volumoso, concentrado e diferentes niveis de silagem de residuo
de uva. O concentrado foi composto de farelo de soja, milho moido, farelo de trigo, dleo

de soja refinado e ureia (Tabela 1).

Tabela 1 - Composi¢do quimica dos alimentos utilizados nas ragdes

Alimentos . %
MS PB EE FDN Ca P
Silagem de milho 20,5 8.4 2,92 50 0,52 0,16
Silagem de residuo de uva 33 27 10,8 50 0,345 0,22
Farelo de soja 89,62 52,46 2,27 12,96 0,41 0,62
Milho moido 89,13 8,42 4,45 14,67 0,023 0,31
Farelo de trigo 89 18,4 4,61 10,67 0,14 0,98
Oleo de soja refinado 100 100
Ureia 100 281

T'MS= Matéria seca, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo, FDN= fibra em detergente neutro, Ca=
calcio, P = fosforo.
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Os tratamentos estudados foram os seguintes (Tabela 2): dieta controle com 6leo
de soja (BUO), dieta com 6leo de soja + 5% de silagem de residuo de uva (BUS), dieta
com 6leo de soja + 7,5% de silagem de residuo de uva (BU7,5) e dieta com 6leo de soja

+ 10% de silagem de residuo de uva (BU10).

TABELA 2 — Composi¢do percentual (% da MS) das dietas experimentais: controle
sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva, 7,5% de silagem de
residuo de uva e 10% de silagem de residuo de uva

. Tratamentos

Ingredientes

0% 5% 7,5% 10%
Silagem de milho 60 55 52,5 50
Silagem de residuo de uva - 5 7,5 10
Farelo de soja 15,30 16,80 15,80 14,30
Milho moido 9,80 14,70 15,80 18,00
Farelo de trigo 6,0 - - -
Oleo de soja refinado 4,0 4,0 4,0 4,0
Ureia 0.4 - - -
Suplemento mineral vitaminico* 2,80 2,80 2,80 2,80
Bicarbonato de sodio 0,64 0,60 0,64 0,40
Fosfato Bicalcico 0,45 0,55 0,45 0,37
Sal Comum 0,05 0,05 0,05 0,03
Composi¢ao quimica (% da MS)
MS % *? 50,30 50,51 50,86 51,35
MO % 86,35 86,39 86,45 86,63
PB % 14,61 14,49 14,13 14,30
EE % 6,74 7,10 7,32 7,57
FDN % 34,65 33,97 34,21 34,37
FDA % 21,58 22,25 22,89 23,37
CNF % ° 37,50 38,17 37,86 38,00
Cinzas % 6,50 6,27 6,48 5,76
NDT® 74,15 69,05 68,09 63,45
EL.‘ 1,70 1,57 1,55 1,43

*Ca: 156 g/kg; P: 51 g/kg; S: 20 g/kg; Mg: 33 g/kg; Na: 93 g/kg; K: 28 g/kg; Co: 30 mg/kg;
Cu: 400 mg/kg; Cr: 10 mg/kg; Fe: 2.000 mg/kg; I: 40 mg/kg; Mn: 1.350 mg/kg; Se: 15 mg/kg;
F: 510 mg/kg; Zn: 1.700 mg/kg; Monensina sodica: 480 mg/kg.

* MS= Matéria seca, MO= Matéria organica, PB= proteina bruta, EE= extrato etéreo, FDN= fibra em
detergente neutro, FDA= fibra em detergente acido

°CNF (%) = 100 — (FDN + PB + EE + cinzas) (Weiss, 1999)

‘NDT (%) = PBD + FDND + CNFD + (EED x 2,25) (Weiss, 1999)

EL, (mcal/kg) = 0,0245 x NDT (%) — 0,12 (NRC, 2001)

O residuo de uva utilizado, composto por cascas e sementes, era predominante da
variedade Isabel (Tabela 3), resultante da produgdo de suco de uva da Cooperativa
Agroindustrial de Rolandia (Corol) — PR. Apds prensagem na industria, o material foi
transportado até as dependéncias da Fazenda Experimental de Iguatemi e procedeu a

ensilagem do material que continha 28% de matéria seca. Os silos utilizados eram feitos
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de alvenaria com volume de 1,8 m?, a compactacao foi realizada por pisoteamento
resultando em densidade de 720 kg/m?. Com base em um estudo realizado pelo grupo
de pesquisa anteriormente (Grande et al., 2010) adicionou-se ao residuo de uva 1% de
ureia com base na matéria verde e o silo foi aberto apds 30 dias de ensilagem visando
obter adequada digestibilidade. Apds a compactagao, os silos foram vedados com lona

preta e tiras de borracha.

TABELA 3 — Composi¢do quimica e em acidos graxos da silagem de residuo de uva
Composi¢ao quimica (% da MS)

Matéria seca 33,70
Matéria organica 91,37
Extrato etéreo 10,50
Proteina bruta 20,58
Fibra em detergente neutro 58,36
Fibra em detergente acido 43,14
Celulose 33,00
Hemicelulose 15,22
Lignina 10,14
Carboidratos ndo fibrosos 7,76
NIDN/NT 69,60°
NIDA/NT 25,00
Cinzas 2,81
Energia Bruta® 5,49
Acidos graxos (% do total)
16:0 12,51
18:0 4,43
18:1cis9 19,21
18:2cis6 61,15
18:3cis3 1,41
AGPT¢ 63,47
AGMI® 19,21
AGS' 17,32
Omega 6 62,01
Omega 3 1,46
Omega 6:0mega 3 42,43
Polifendis totais (mg EAG/100mg base seca) 1.517,04
Flavonoides (mg EQ/100mg base seca) h 228,40

“NIDN/NT: nitrogénio insoluvel em detergente neutro, em % do nitrogénio total; "NIDA/NT: nitrogénio
insoluvel em detergente 4cido, em % do nitrogénio total; °Energia Bruta: Kcal/kg; “AGPI: acidos graxos
poli-insaturados; “AGMI: 4cidos graxos monoinsaturados; ‘AGS: 4cidos graxos saturados; *EAG:
equivalente 4cido galico; " EQ: equivalente quercetina.

As vacas foram ordenhadas mecanicamente ¢ a producdo leiteira dos animais
medida diariamente pelo sistema coletor de leite nas ordenhas da manha e da tarde. Nos

décimo quinto ¢ décimo sexto dias de cada periodo experimental foram coletadas
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amostras de leite compostas proporcionais a producao da manha e da tarde dos animais,
acondicionadas em frascos de polietileno identificados contendo conservante bromopol
(2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol) para posterior andlise de gordura, proteina, lactose,
nitrogénio ureico, solidos totais e contagem de células somaticas.

As analises dos componentes do leite foram realizadas no laboratorio do
Programa de Andlises de Rebanhos Leiteiros da Associacdo Paranaense de Criadores de
Bovinos da Raca Holandesa em Curitiba —PR. A determina¢do das concentragdes de
nitrogénio-ureico, gordura e lactose no leite foram realizadas utilizando
espectrofotometro (Bentley 2000; Bentley Instrument, Inc., Chaska, MN). A contagem
de células somaticas foi obtida utilizando um contador eletronico (Somacount 500®,
Chaska, MN) conforme descrito por Voltolini et al. (2001).

No momento da coleta de leite, foi mensurada a densidade pelo uso do
termolactodensimetro (AOAC, 1984). Foram colhidas amostras de leite em frascos de
polietileno e conservadas a -10°C para analise da composi¢do de acidos graxos da
gordura e analises de avalia¢do da estabilidade oxidativa do leite.

Para a analise de composigao de &cidos graxos a gordura do leite foi extraida por
centrifugacdo (Murphy et al., 1995) e esterificada conforme método 5509 da ISO (1978)
com KOH/metanol e n-heptano.

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados por cromatografia gasosa
(Cromatografo Trace GC Ultra, Thermo Scientific, EUA) auto-amostrador, equipado
com detector de ionizacdo de chama a 240°C e coluna capilar de silica fundida (100 m
de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,20 um, Restek 2560). O fluxo de
gases foi de 1,5 mL/min de H; (gés de arraste), 30 mL/min para N, (gas auxiliar) e 35 ¢
350 mL/min, respectivamente, para o H, e ar sintético (gases para chama). A
temperatura inicial da coluna foi estabelecida em 65°C, mantida por 8 minutos, elevada
até 170°C a uma taxa de 50°C/min, mantida por 40 minutos, chegando a 240°C de
temperatura final, sendo elevada a uma taxa de 50°C/min e mantida por 28,5 minutos. A
quantifica¢do dos acidos graxos da amostra foi efetuada por comparagdo com o tempo
de retencdo de ésteres metilicos de acidos graxos de amostras padroes (Sigma Aldrich).

O teor de polifendis no leite foi determinado empregando o reagente de Folin-
Ciocalteu e PVPP (poly-vinylpolypyrrolidone). O leite foi misturado com metanol
(100%) para precipitagdo das proteinas e o sobrenadante filtrado (porosidade 0,22 pum,

diametro 33 mm); em seguida, o soro foi analisado para determinar o teor de polifendis
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totais de acordo com o procedimento Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), que
consiste em adicionar 125 pL de soro, 125 pL de Folin-Ciocalteu (50%) com 2.250 pL.
de Na,COs3 (28g/L). A amostra ¢ agitada e incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente. A absorcdo a 760 nm foi mensurada usando espectrofotdmetro UV-Vis
(Spectrum SP2000, Shanghai Spectrum, China); o teor de polifendéis no soro foi
expresso como equivalente em acido galico (ug EAG/mL). Em seguida, para remover
os compostos fendlicos do soro, o PVPP foi adicionado em concentragdo de 10 mg/mL
e agitado periodicamente por 3 horas em temperatura ambiente. A mistura foi
centrifugada a 21.433 g a 4°C por 30 minutos, uma aliquota do sobrenadante foi filtrada
e mensurada de acordo com o procedimento Folin-Ciocalteu. A concentracdo de
compostos fenolicos no soro foi determinada pela diferenca antes e depois do
tratamento com PVPP, esse composto ¢ um polimero sintético usado para adsorver
compostos fendlicos em bebidas através de interagdes com polifendis mediada por
ligagdes de hidrogénio entre as ligacdes CO—-N e grupos fendlicos (Doner et al., 1993).
Para andlise da silagem de residuo de uva foi realizado o mesmo procedimento com
extrato metandlico da amostra.

A determinacdo dos teores de flavonoides no leite foi feita por complexagdo
desses compostos com cloreto de aluminio, segundo Buriol et al. (2009). O leite foi
misturado com metanol (100%) para precipitacdo das proteinas e o sobrenadante
filtrado (porosidade 0,22 pm, didmetro 33 mm); em seguida, misturaram-se 500 pL do
soro com 250 pL de cloreto de aluminio (5%, m/v) em metanol e 4,25 mL de metanol
(90%). As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos, em
seguida realizaram as medidas de absorbancia em 425 nm em espectrofotometro UV-
Vis (Spectrum SP2000, Shanghai Spectrum, China). O composto padrdo utilizado para
calibracdo da curva foi a quercetina, os resultados expressos como equivalente de
quercetina (ug EQ/mL). Para andlise da silagem de residuo de uva foi realizado o
mesmo procedimento com extrato metandlico da amostra.

A capacidade antioxidante do leite foi determinada pela técnica da Forga de
Redugio aos fons Férricos conforme descrito em Zhu et al. (2002), com algumas
modificagdes. Primeiramente, o leite foi misturado com &cido tricloroacético (20%)
para precipitagdo das proteinas, permanecendo em repouso por 10 minutos. Em seguida,
a mistura foi centrifugada a 1.058 g, por 10 minutos a 20°C. Em tubos protegidos da

luz, uma aliquota do soro do leite (1 mL) foi misturada a 2,5 mL de solu¢do tampao
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fosfato (50 mmol/L, pH 7,0) e 2,5 mL de ferricianeto de potéssio [K3;Fe(CN)s](1%);
posteriormente, incubadas a 50°C, por 20 minutos. Depois, 2,5 mL de acido
tricloroacético (10%) foram adicionados a mistura e, entdo centrifugados a 1.058 g, por
10 minutos. Finalmente, 2,5 mL do sobrenadante foram misturados com 0,25 mL de
FeCls (0,1%) e a absorbancia mensurada a 700nm em um espectrofotdometro UV-Vis
(Spectrum SP2000, Shanghai Spectrum, China). O acido galico foi utilizado como
padrdo para calibragdo da curva, os resultados expressos como teor de redutores
equivalentes ao acido galico (ug EAG/mL).

Para avaliacdo de produtos formados na reacdo de oxida¢do foram mensurados
hidroperdxidos dieno conjugados (DC), segundo Kiokias et al. (2006). A amostra de
leite (50 pL) foi adicionada a mistura de 2,5 mL de isooctano/2-propanol (2:1 v/v) e
agitados por 10 segundos. A absorbancia foi mensurada a 232 nm usando
espectrofotometro UV-Vis (Spectrum SP2000, Shanghai Spectrum, China). Para
diminuir a interferéncia das proteinas do leite no espectro, foi realizada filtragem com
filtros de membrana para seringa (porosidade 0,22 pm, didmetro 33 mm) antes da
leitura. A quantidade de DC ¢ calculada pela seguinte equagao:

DC{(mrnol [ kggordura) = (A/27)/[(a = 6)/100000 = (¢ + 5/1000)]

Em que, 4: absorbancia a 232 nm; a: teor de gordura da amostra (%); b: volume de
amostra (uL); ¢: volume de solvente (mL).

Avaliou-se o tamanho de particula de forragem, ragdo total misturada (RTM) e
sobras (Tabela 6) com o uso do separador de particulas Penn State (Heinrichs, 1996)
com duas peneiras: a superior retém particulas de tamanho 19-38 mm, o meio retém o
tamanho 7,8-19 mm e o compartimento do fundo acumula particulas menores de 7,8
mm; como ferramenta complementar na interpretacdo dos dados.

A analise dos resultados foi realizada com o uso do software R versdo 2.12.0
(2010), considerou-se os dados em um modelo linear para efeitos mistos aplicavel ao
quadrado latino, com andlise de variancia e regressao e ajuste das equacdes segundo o
modelo Y = By + B1X; + &, quando significativo ao nivel de 5% de probabilidade. As
médias dos tratamentos foram comparadas com as médias controle pelo teste Dunnett,

com a significancia declarada a 5% de probabilidade.
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Resultados e discussao

Produgado e composigdo do leite

Observa-se na Tabela 4, que a producdo diaria de leite ndo foi influenciada pela
inclusdo da silagem de residuo de uva nas dietas, assim como a producao de leite
corrigida para 3,5% de gordura (P>0,05).

Os teores de gordura no leite ndo foram afetados pelos tratamentos avaliados, no
entanto, os valores foram baixos em todos os tratamentos (média 2,27%) se comparados
ao teor padrao 3,5% produzido por vacas da raca Holandesa (Gonzalez, 2001). Esse teor
reduzido de gordura no leite observado no trabalho pode ter ocorrido em funcdo do
elevado teor de EE da dieta, média 7,2% na matéria seca que, segundo Palmquist &
Jenkins (1980), exerce efeitos depressores sobre a fermentacdo ruminal como a
formacao de barreira fisica da fibra com a gordura impedindo ataque microbiano e
modificagdo da populacdo microbiana ruminal. Como resultado, a diminui¢do na
producdo dos precursores de acidos graxos para sintese de novo na glandula mamadria

(Palmquist & Mattos, 2006).

TABELA 4 - Produgdo e composi¢ao do leite de vacas da raca Holandesa alimentadas
com dieta controle sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva,
7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P

0% 5% 7,5% 10% L o °F
kg/dia
PL® 1445 1442 1437 1465 096 095 2,30
PLC 11,50 11,50 1142 1148 098 099 1,61
Gordura 032 032 0,32 0,32 0,99 0,99 0,07
Proteina 0,51 0,52 0,50 0,53 0,95 098 0,04
%

Gordura 230 2,30 2,30 2,18 0,73 0,59 0,12
Proteina 3,64 3,66 3,55 3,65 091 092 023
Lactose 450 4,46 4,52 4,47 0,96 098 0,07
Solidos totais 11,41 11,38 11,32 1128 091 098 0,33
N-ureico® 11,292 10,04 8,89b  8.87b 0,04 026 0,82
Densidade’  1032,12 1032,25 1031,97 103285 0,78 0,68 0,96
ECS® 248 242 2,84 1,82 047 034 0,5

“Produgdo de leite; "Produgdo de leite corrigida para 3,5% de gordura = (0,432 + 0,1625 x % gordura) x
producdo de leite (kg/dia) (Sklan et al., 1992); “Nitrogénio ureico mg/dL, 9= 11,248-0,2621x (r’=0,39); ¢
Densidade g/mL; ® ECS= escore de células somaticas log;(CCS. Valores de P para efeito linear (L) e
quadratico (Q); EP — erro padrio da média. Médias seguidas de letras diferem do controle pelo Teste
Dunnett (p<0,05).
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A reducao no teor de gordura do leite também pode estar relacionada com o
inadequado tamanho de particula do volumoso observado durante o curso do
experimento. Os valores da Tabela 5 sdo referentes a separagdo de particulas da
silagem, das dietas experimentais e sobras. Como pode ser observado, o tamanho médio
de particula das dietas nao foi adequado se comparado as recomendagdes de Heinrichs
(1996). A silagem de milho apresentou alta proporcao de particulas entre 19-38 mm e
baixa propor¢ao dos tamanhos 7,8-19 mm e tamanho menor de 7,8 mm. A racdo total
teve as mesmas caracteristicas, assim como as sobras. Isso pode ter resultado na
selecdo dos animais por particulas menores e refugo das particulas maiores, como
exposto nos valores de sobras. Possivelmente, uma baixa ingestao de fibra, apesar de os
teores médios de FDN (34,65%) e FDA (22,52%) das dietas experimentais suprirem as
exigéncias em fibra de vacas leiteiras. A presenca de fibra fisicamente efetiva na dieta
de vacas leiteiras ¢ importante para estimulacdo da mastigacdao e ruminagdo para manter
ambiente favoravel aos microrganismos responsaveis pela degrada¢do dos carboidratos

fibrosos (Allen, 1996).

Tabela 5 — Distribui¢do (%) por tamanho de particulas da silagem de milho, dieta
controle sem silagem de residuo de uva, dieta com 5% MS de silagem de residuo de
uva, 7,5% de silagem de residuo de uva, 10% de silagem de residuo de uva e respectivas
sobras, pelo método Penn State

Silagem de milho

Recomendagio’ Resultados obtidos
Superior (19-38 mm) 10-15 34
Meio (7,8-19 mm) 40-50 35
Fundo (<7,8 mm) 40-50 31
Racao total misturada
Recomendac;eiol 0% 5% 7,5% 10%
Superior (19-38 mm) 6-10 24 25 27 24
Meio (7,8-19 mm) 30-50 31 36 33 35
Fundo (<7,8 mm) 40-60 45 39 40 41
Sobras
0% 5% 7,5% 10%
Superior (19-38 mm) 34 30 33 19
Meio (7,8-19 mm) 41 40 38 40
Fundo (<7,8 mm) 25 30 29 41
Consumo médio MS? 2,90 2,92 2,86 2,83
Consumo médio FDN? 0,92 0,91 0,87 0,88

"Heinrichs (1996); “Em relacdo ao peso vivo.
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No presente estudo, um possivel consumo reduzido de fibra fisicamente efetiva na
dieta pode ter intensificado os efeitos do 6leo de soja nos teores de gordura do leite. O
consumo médio de FDN foi 0,89 %PV, inferior ao reportado por Mertens (1992) de 1,2
%PV de FDN, considerado ideal para vacas leiteiras. De acordo com Griinari et al.
(1998) dietas que induzem alteracdo no ambiente ruminal pelo baixo teor de fibra
aumentam a via da biohidrogenag¢do do acido linoleico para os isdmeros CLA 18:2
trans10,cis12 e 18:1 trans10 (Griinari et al., 1998), relacionados a depressao da gordura
do leite.

A concentragdo média de gordura do leite (2,27%) obtida em experimento foi
baixa se comparada a com o teor minimo estabelecido pela Instru¢do Normativa 51 (IN
51) de 3,0% (MAPA, 2002). Por se tratar de leite de melhor qualidade de gordura
produzido em condigdes especiais de alimentagdo, ha a necessidade de elaboracao de
um modo diferenciado de remuneragdo para produtores leiteiros que adotem esse
sistema de producao.

A concentracdo e producdo de proteina ndo foram afetadas pelos tratamentos
experimentais (P>0,05). Em geral, o teor médio de proteina do leite (3,63%) foi alto se
comparado, com os teores tipicos produzidos por vacas da raca Holandesa (3,2%,
DePeters & Cant, 1992).

A concentra¢do de lactose no leite ndo foi afetada pelas dietas experimentais
(P>0,05). A quantidade de lactose sintetizada nas células alveolares tem funcdo de
regulacdo osmotica na sintese do leite. Sua concentragdo ¢ balanceada pela liberacao de
adgua do sangue e pela mistura com outros componentes do leite encontrados na
cavidade alveolar (Park & Jacobson, 1996), portanto a sintese de lactose controla a
quantidade de leite produzido.

A concentragdo de solidos totais nao foi alterada pelos tratamentos (P>0,05). Em
média o teor foi 11,35%, inferior aqueles produzidos normalmente por vacas da racga
Holandesa de 12,2% (Jensen, 1995) em razdo da baixa concentrag¢do de gordura.

As dietas experimentais exerceram influéncia nos teores de nitrogénio ureico (N-
ureico) do leite (P=0,05) de forma linear negativa. A medida que a propor¢do da
silagem de residuo de uva aumentou nas dietas, a concentracdo de N-ureico no leite
diminuiu. Com a aplicagdo do teste de médias constatou-se que os niveis 7,5% e 10%
com resultados de 8,89 mg/dL e 8,87 mg/dL de N-ureico, respectivamente, foram

significativamente menores que os valores da dieta controle (11,30 mg/dL). O teor de
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N-ureico no leite ¢ indicativo do catabolismo proteico nos tecidos e no raumen e indica
se a concentragdo de proteina da dieta estd adequada, segundo Torrent (2000) os valores
devem estar entre 12-18 mg/dL em vacas com adequada ingestdo de matéria seca.

Os teores de N-ureico no leite estdo relacionados com a taxa de disponibilizagao
no ramen de fonte nitrogenada e energia para adequada utilizagdo e crescimento dos
microrganismos (DePeters & Cant, 1992). O efeito de reducdo da variavel N-ureico no
leite pode indicar alteragdo na sintese microbiana ruminal pela diminui¢do do valor
energético das dietas contendo a silagem de residuo de uva, como observado nos
valores obtidos de NDT e EL;. Esse alimento também apresenta baixa qualidade de
proteina (Tabela 3) com valores de NIDN de 2,29% MS e NIDA 0,83% MS sugerindo
que parte do nitrogé€nio ¢ associada a fragdo fibrosa ou aos polifendis da uva. A silagem
de residuo de uva apresentou 1.517,04 mg EAG/100 mg (Tabela 3) e, segundo
O’Connell & Fox (2001) esses compostos reduzem a digestibilidade da proteina por
ligacdo direta e pela inibicdo de enzimas digestivas no trato digestorio. A silagem de
residuo de uva ja mostrou apresentar proteina de baixa digestibilidade “in vitro” de
28,12% no estudo de Grande et al. (2010).

A densidade nao foi afetada pelos tratamentos estudados (P>0,05) e foram
observados valores médios 1032,30 g/mL em razao, provavelmente, aos baixos teores
de gordura no leite, mas sdo valores adequados a exigéncia da IN 51 entre 1028-
1034 g/mL para leite cru. A alimentagdo com silagem de residuo de uva ndo afetou a

contagem de células somaticas no leite (P>0,05).

Composigdo de acidos graxos da gordura do leite

Observa-se na Tabela 6, que ndo houve efeito significativo da inclusdo da silagem
de residuo de uva sobre a concentragdo de nenhum acido graxo (P>0,05). A silagem de
residuo de uva apresenta 10,5% de EE, com alta propor¢do de éacidos graxos poli-
insaturados, especialmente o acido linoleico (61,15%) que ndo alteraram a concentragao

desses compostos no leite.
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TABELA 6 - Composicdo de acidos graxos no leite (percentagem do total de 4cidos
graxos) de vacas da raga Holandesa alimentadas com dieta controle sem silagem de
residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva, 7,5% de silagem de residuo de uva e
10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P! Ep
0% 5% 7,5% 10% L Q

4:0 0,72 0,57 0,57 0,62 0,32 0,69 0,09
6:0 0,49 0,39 0,43 0,40 0,36 0,59 0,06
8:0 0,31 0,25 0,28 0,25 0,30 0,33 0,04
10:0 0,80 0,68 0,73 0,66 0,30 0,42 0,08
12:0 1,25 1,11 1,14 1,10 0,50 0,71 0,09
14:0 6,94 6,30 6,14 6,36 0,94 0,97 0,38
14:1 cis7 0,48 0,45 0,44 0,40 0,08 0,13 0,03
14:1 cis5 0,53 0,69 0,54 0,45 0,90 0,98 0,24
15:0 0,76 0,74 0,81 0,83 0,71 0,80 0,10
16:0 26,78 26,55 24,48 25,99 0,45 0,53 1,38
16:1 cis9 0,84 0,87 0,86 0,84 0,96 0,99 0,05
16:1 cis7 0,16 0,95 0,37 0,43 0,92 0,97 0,38
17:0 0,54 0,46 0,46 0,41 0,09 0,12 0,05
17:1 0,25 0,26 0,26 0,26 0,91 0,94 0,03
18:0 13,52 13,26 13,25 13,10 0,71 0,79 1,26
18:1 trans9 6,03 7,39 8,35 7,68 0,33 0,46 1,51
18:1 cis9 32,21 31,50 32,25 32,29 0,98 0,99 2,57
18:2 trans6 0,43 0,56 0,51 0,57 0,39 0,49 0,10
18:2 cis6 4,65 4,89 4,54 5,18 0,40 0,67 0,49
18:2 cis9,trans11 1,37 1,24 1,89 1,30 0,50 0,57 0,40
18:3 cis3 0,44 0,44 0,49 0,45 0,88 0,96 0,08
20:0 0,18 0,19 0,20 0,18 0,89 1,00 0,02
20:2 0,14 0,12 0,15 0,14 0,87 0,94 0,01
22:2 0,16 0,22 0,19 0,19 0,36 0,41 0,03

" Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); EP — erro padrdo da média.

No presente trabalho, a suplementacdo lipidica proporcionou altas concentragdes
de 4cido linoleico no rimen que, certamente, superaram a capacidade de
biohidrogenacao completa pelos microrganismos e grande quantidade de intermediérios
desse processo foi absorvida pelo trato digestivo e incorporada a gordura do leite. Neste
trabalho, a concentracdo média de CLA 18:2 cis9,trans11 foi 1,45%, alta se comparada
com o teor de 0,21% no leite de vacas alimentadas com dieta com baixo teor de EE
(Santos et al., 2001). De acordo com o mesmo autor, a inclusdo de 6leo de soja, para
atingir 7% de EE na dieta de vacas leiteiras, resulta em altas concentra¢des de CLA na
gordura do leite, pois ndo ha prote¢do da matriz proteica contra a biohidrogena¢do como

nos graos de oleaginosas. Alguns intermedidrios do processo de biohidrogenagdo como
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CLA 18:2 trans10,cis12 e 18:1 trans10 sao envolvidos na diminui¢dao de atividade das
enzimas acetil-CoA carboxilase e acido graxo sintetase, responsaveis pela sintese de
novo dos acidos graxos de cadeia curta e média (C4-C16) na glandula mamaria
(Piperova et al., 2000). Uma possivel causa dos baixos teores de gordura observados,
entretanto esses isdmeros nao foram dosados no presente estudo.

Na Tabela 7, observa-se que nao houve efeito significativo (P>0,05) da inclusao
da silagem de residuo de uva na dieta sobre a propor¢ao dos acidos graxos da gordura

do leite, assim como na concentracdo de acidos graxos individuais,.

TABELA 7 - Concentragdes percentuais e razdes de acidos graxos agrupados no leite de
vacas da raca Holandesa alimentadas com dieta controle sem silagem de residuo de uva,
5% de silagem de residuo de uva, 7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de silagem
de residuo de uva

Tratamentos Valor-P'

0% 5%  7,5%  10% r q
AGMF 40,50 42,11 43,08 4236 0,63 0,72 1,49
AGPP 720 746 7,67 7,84 051 072 047
AGS® 5229 50,51 49,50 49,90 0,19 0,64 141
AGPL:AGS 014 015 016 0,16 021 062 001
AGCC? 3,56 3,00 3,015 3,03 037 057 0,34
AGCM® 3729 37,28 3437 3598 0,84 091 2,05
AGCL' 59,14 59,80 62,73 61,09 046 0,60 2,31
Omega 3 044 044 049 045 088 099 0,08
Omega 6 5,08 544 495 575 0,66 088 048

Omega 6:0mega 3 11,65 12,60 10,91 12,89 0,81 0,99 1,20
“AGMI: 4cidos graxos monoinsaturados; "AGPI: acidos graxos poli-insaturados; “AGS: 4cidos graxos
saturados; “AGCC: 4cidos graxos de cadeia curta (<14 carbonos); AGCM: acidos graxos de cadeia média
(< 18 carbonos); AGCL: 4cidos graxos de cadeia longa (> 18 carbonos).

"'Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); EP — erro padrdo da média.

No consumo humano preconiza-se aumentar os acidos graxos poli-insaturados; o
tipico leite de vaca ¢ bastante criticado por apresentar em sua composicao concentragoes
de 25% acidos graxos monoinsaturados, 5% poli-insaturados e 70% de saturados. No
presente estudo, a gordura do leite apresentou melhor perfil: altas concentragdes de
acidos graxos monoinsaturados (42,01%) e poli-insaturados (7,54%) e reduzidas
concentragdes de saturados (50,55%).

A razdo n-6:n-3 observada no leite foi alta (média 12,01) em relagdo a razdo 4:1
recomendada para o consumo humano (Sim, 1998), em consequéncia do elevado teor de

acido linoleico das dietas proporcionado pelo 6leo de soja.
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O leite produzido neste experimento pode ser fonte de acidos graxos poli-
insaturados aos consumidores. Os altos teores de 18:1 trans e 18:2 cis9, trans11 CLA
certamente melhoram a qualidade nutritiva do leite (Kennelly, 1996; Kelly et al., 1998;
Lock & Bauman, 2004; Liu et al., 2007). No entanto, o leite com esse perfil lipidico
pode perder parte de suas propriedades benéficas visto que acidos graxos providos de
insaturacdes apresentam-se suscetiveis a oxidacao e, segundo Araujo (2008) a
configuracdo cis resulta em oxidag@o mais rapida do 4cido graxo que seu isdbmero trans,
e as ligagdes conjugadas (como no CLA) s3o mais reativas que as ligacdes ndo

conjugadas.

Estabilidade oxidativa do leite

A analise dos dados mostra que apesar de haver concentracdes crescentes de
polifenodis no leite (Tabela 8), com a inclusdo da silagem de residuo de uva, ndo houve
efeito significativo para esse parametro (P=0,09), assim como para o teor de flavonoides
(P>0,05), possivelmente pela variagao dos resultados. Os polifendis totais incluem todas
as classes de compostos, como acidos fendlicos, estilbenos e flavonoides, mas no leite
se encontram em uma forma quimica mais simples em relagcdo a forma nativa. Segundo
Manach et al. (2004) em ruminantes a microbiota ruminal efetua hidrdlise dos
polifenois e metaboliza em varios acidos aromaticos, possibilitando sua absor¢ao. Essas
reagdes sdo importantes na producdo de metabolitos ativos como no caso das lignanas
da linhaca, as lignanas mamiferas sdo encontradas nos fluidos biologicos, como plasma

e leite (Gagnon et al., 2009).

TABELA 8 — Parametros de oxidacao no leite de vacas da raga Holandesa alimentadas
com dieta controle sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de residuo de uva,
7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P EP

0% 5% 7,5% 10% L Q
Polifenois totais® 5.250 5.617 8.070 12.275 0,09 0,37 4,24
Flavonoides® 1.187 1.350 1.367 1.302 0,81 095 0,13
Forca de reduc;éoad 26,32a 26,24a  24,56a 44,62b 0,002 0,08 2,77
DC*¢ 80,03 83,59 91,75 86,25 0,90 097 9,92

“Equivalente 4cido galico, pg/mL; °Equivalente quercetina, pg/mL; © DC: hidroperéxidos dieno
conjugados, mmol/kg gordura; ' Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); EP — erro padrio da
média. %= 22,531+1,405x (r’=0,30).

Meédias seguidas de letras diferem do controle pelo Teste Dunnett (p<0,05).
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O parametro de forca de reducao do leite foi afetado pelas dietas (P=0,002) de
forma linear positiva e pelo teste de médias o leite de vacas alimentadas com 10% de
silagem de residuo de uva apresentou forca de reducdo significativamente maior
(44,62 ng EAG/mL ) que o leite da dieta controle (26,32 ng EAG/mL ), portanto o leite
de maior atividade antioxidante. A maior parte da atividade antioxidante ndo enzimatica
¢ mediada por reagdes redox (Zhu et al., 2002). A técnica da forca de redugdo aos ions
férricos mensura, em uma amostra, a quantidade de compostos que reduzem o ferro da
forma férrica (Fe™) para a forma ferrosa (Fe™), ou seja, indica a capacidade desses
compostos em doar elétrons ou hidrogénio aos radicais livres, convertendo-os em
produtos termodinamicamente estdveis, com diminuicdo da oxida¢do lipidica. Esse
resultado indica que os antioxidantes presentes na alimentacdo, submetidos aos
processos de digestdo e absor¢cdo no animal e posteriormente transferidos ao leite,
conservam as caracteristicas necessarias a capacidade de reducdo. Zhu et al. (2002)
sugerem que hd uma relacdo entre a quantidade de compostos fendlicos totais e for¢a de
reducdo. Apesar de ndo significativo, o leite do mesmo tratamento com 10% de silagem
de residuo de uva apresentou maior valor numérico na concentragao de polifendis.

Observa-se que ndo houve efeito significativo dos tratamentos sobre os teores de
hidroperdxidos dieno conjugados (DC) (P>0,05). Os valores de DC refletem a producao
de hidroperoxidos primarios principalmente do &cido linoleico durante a oxidagdo
(Kiokias et al., 2006). No presente trabalho, a maior capacidade antioxidante no leite de
vacas alimentadas com 10% de silagem de residuo de uva indicaria que o mesmo
apresentasse menor concentragdo de hidroperoxidos em relagdo a dieta controle, mas
isso ndo foi observado. Possivelmente, o teor de substrato insaturado no leite esteja
acima da capacidade antioxidante. Granelli et al. (1998) afirmam a hipdtese de que o
equilibrio entre antioxidantes e 4cidos graxos poli-insaturados € o principal
determinante para o inicio da oxida¢do no leite. Um resultado semelhante foi observado
por Slots et al. (2007), que afirmaram que antioxidantes agem como pré-oxidantes em
situagoes de estresse oxidativo, com altos niveis de substratos oxidaveis como os acidos
linoleico e linolénico, além de ions metalicos. No trabalho citado, vacas suplementadas
com soja tostada e a-tocoferol produziram leite com concentragdo do antioxidante 29%
superior em relagdo ao controle, entretanto, a intensa presenca de o-tocoferol e
insaturagdo do leite resultaram em maior acimulo de produtos de oxidagdo, como o

hexanal.
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Na Tabela 9, observa-se o valor estimado de transferéncia de antioxidantes para o
leite, considerando a quantidade de silagem de residuo de uva suplementada, quantidade
de polifendis totais provenientes dessa silagem e a producdo de polifendis totais no
leite.

O conteudo de polifendis totais da silagem de residuo de uva foi de
1.517,04 mg EAG/100 mg (Tabela 3), valor superior aquele reportado por Soares et al.
(2008) de 1.026,69 mg EAG/100 mg em cascas de uva da variedade Isabel,

provavelmente pela presenga de sementes no material analisado.

TABELA 9 — Transferéncia de antioxidantes no leite de vacas da raca Holandesa
alimentadas com dieta controle sem silagem de residuo de uva, 5% de silagem de
residuo de uva, 7,5% de silagem de residuo de uva e 10% de silagem de residuo de uva

Tratamentos Valor-P' Ep
0% 5% 7,5% 10% L Q

Ingestio de MS* 14,46 14,73 14,03 14,71 ns ns 0,59
Ingestao polifenéisb nd 1.117,43 1.596,25 2.231,67 - - -
Producdo de leite® 14,45 14,43 14,38 14,65 0,96 095 2,30
Polifenois no leite® 5,25 5,62 8,07 12,27 0,09 037 424
Produgao de polifen()isb 73,90 81,84 123,98 179,72 0,14 0,39 75,0
Transferéncia (%) 7,10 7,31 8,51 0,11 0,24 3,58

“kg/dia; "mg/dia; ‘mg/L; ' Valores de P para efeito linear (L) e quadratico (Q); nd: no determinado;
EP — erro padrao da média.

Os diferentes niveis da silagem de residuo de uva proporcionaram maior ingestao
de polifendis pelos animais, mas essa ingestdo ndo resultou em concentragdo
estatisticamente superior desses compostos no leite. A produgdo de polifenois no leite
foi crescente a medida que houve maior consumo da silagem de residuo de uva
(P=0,14), sugerindo que maior proporcao da silagem de residuo de uva na dieta que
aqueles estudados nesse trabalho podem resultar em eficiente transferéncia para o leite.

O célculo da transferéncia de antioxidantes para o leite assume que esses
compostos provém somente da silagem de residuo de uva. O valor méaximo de
transferéncia observada no leite com o tratamento contendo 10% do alimento foi 8,51%
(P=0,11). Havemose et al. (2006) estimaram valores de transferéncia de antioxidantes
semelhantes ao desse estudo e relataram grau de transferéncia de 8,6% de a-tocoferol e

6,8% de B-caroteno da dieta ao leite de vacas alimentadas com silagem de trevo.
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Conclusées

A alimentacdo de vacas leiteiras com silagem de residuo de uva em dietas com
6leo de soja ndo afetou a produgdo de leite. A inclusdo da silagem de residuo de uva nao
alterou a composicdo do leite, com excecdo da redugdo dos teores de N-ureico. A
composicdo em acidos graxos no leite, ndo foi modificada com as dietas experimentais.

A inclusdo da silagem de residuo de uva aumenta a atividade antioxidante do leite.
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CONSIDERACOES FINAIS

A inclusdo da silagem de residuo de uva ndo afetou a ingestdo de alimentos, no
entanto reduziu a digestibilidade da matéria seca e diminuiu a concentragdo energética
da dieta. As concentracdes de metabolitos sanguineos ndo foram influenciadas pela
silagem de residuo de uva. Apesar de haver diminui¢do do teor de energia com a
inclusdo do alimento, a produgdo de leite foi igual em todos os tratamentos, assim como
a concentracdo dos componentes gordura, proteina, lactose e solidos totais, com
excegdo no nitrogénio ureico que foi deprimido. A composic¢ao de 4dcidos graxos nao foi
alterada com os niveis da silagem de residuo de uva e esta aumentou a atividade

antioxidante do leite.
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