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RESUMO

SOARES, E.S.M. Producéo, composicao e qualidade oxidativa do leite de ovelhas F1 Texel
suplementadas com erva-mate (llex paraguariensis) / 2022. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2022. 106p.

O primeiro artigo aborda a hipotese de que a associacdo de soja em gréo e erva-mate pode
aumentar a concentragdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) com menor oxidacdo do
leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais. Dezesseis ovelhas foram distribuidas
aleatoriamente em um esquema fatorial 2x2. Quatro dietas diferentes foram elaboradas:
controle (sem soja em grao ou erva-mate); soja em gréo (210 g/kg de MS); erva-mate (110 g/kg
de MS) e uma combinag&o de soja e erva-mate. A ingestéo de erva-mate reduziu o consumo de
MS, extrato etéreo (EE), proteina, lactose, extrato seco desengordurado, densidade,
concentracdes de 6mega - 3 e a razdo entre acidos graxos (AG) saturados/monoinsaturados,
mas aumentou a concentracdo de AG monoinsaturados e 0 poder sequestrante dos radicais
livres por DPPH sem alterar as concentragdes dos dienos conjugados e as concentracdes de
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico no leite. A suplementacdo com soja em grao
diminuiu o peso ao nascer dos cordeiros, ao contrario, aumentou as concentracdes do acido
linoléico conjugado (CLA), PUFA, dmega - 6, a razdo 6mega - 6/6mega - 3 e do colesterol total
sanguineo. Desta forma, conclui-se que a adicdo de erva-mate ndo influenciou no perfil
oxidativo do leite. Enquanto a suplementacdo com soja em grédo melhorou o perfil de AG do
leite, aumentando as concentracdes de CLA e de PUFA. A associacao de soja grao e erva-mate
ajuda a melhorar a qualidade da gordura do leite de ovelhas criadas em pastagens tropicais,
como mostrado pela atividade antioxidante aprimorada, embora ndo ajude a prevenir a oxidagédo
do leite rico em PUFA. O segundo artigo comparou os diferentes metodos de extracdo para
lipidios totais e avaliou o efeito destas metodologias sobre a composic¢ao quantitativa de acidos
graxos em leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais. As metodologias utilizadas
foram da simples transesterificacdo direta, empregando-se o solvente organico n-hexano de
pureza grau HPLC, Bligh; Dyer (extracao a frio, nas propor¢des de mistura extratora 5, 10 e 15
mL na propor¢do de 2: 1: 1 (v / v/ v) de cloroférmio-metanol-agua). Os ésteres metilicos de

acidos graxos foram separados por cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizagao por



chama (GC-FID). Os resultados demostram que ndo houve diferenca significativa (p<0,05), no
teor de lipidios totais entre os métodos de extracdo. No entanto, o método de Bligh; Dyer obteve
o melhor rendimento dos lipidios a serem extraidos do leite de ovelha, uma vez que o volume
com 15 mL da solugdo extratora foi capaz de identificar 87% dos picos cromatograficos.
Observou-se ainda que o leite de ovelha apresenta maior percentual para os acidos graxos
palmitico, estearico e oléico, com percentuais de 20,1%, 15,5% e 33,1%, respectivamente.
Portanto, a mistura extratora com volume de 15 mL utilizada neste estudo pode ser uma
alternativa para realizar a extragao da gordura do leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens

tropicais como método de rotina, ja que expressa melhor o contetdo lipidico deste alimento.

Palavras-chave: aditivo natural, antioxidantes, composi¢cdo fisico-quimica, compostos
fendlicos, lactacdo, ovinos



ABSTRACT

SOARES, E.S.M. Production, composition and oxidative quality of milk of F1 Texel ewes
supplemented with yerba mate (llex paraguariensis) / 2022. Tese (Doutorado) - Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2022. 106p.

The first article addresses the hypothesis that the association of soybeans in grain and yerba
mate can increase the concentration of polyunsaturated fatty acids (PUFA) with less oxidation
of milk from lactating ewes reared in tropical pastures. Sixteen sheep were randomly distributed
in a 2x2 factorial scheme. Four different diets were elaborated: control (without soybeans in
grain or yerba mate); soybean in grain (210 g/kg of DM); yerba mate (110 g/kg of DM) and a
combination of soybeans and yerba mate. The ingestion of yerba mate has reduced the
consumption of DM, etheric extract (EE), protein, lactose, degreased dry extract, density,
omega - 3 concentrations and the ratio of saturated/monounsaturated fatty acids (FA), but
increased the concentration of monounsaturated FA and the sequestering power of free radicals
by DPPH without altering the concentrations of conjugated dienes and the concentrations of
substances reactive to thiobarbituric acid in milk. Supplementation with soybean grain
decreased the lambs' birth weight; on the contrary, it increased the concentrations of conjugated
linoleic acid (CLA), PUFA, omega - 6, the omega ratio - 6/omega - 3 and the total blood
cholesterol. Thus, it is concluded that the addition of yerba mate did not influence the oxidative
profile of milk. While supplementation with soybean grain improved the milk FA profile,
increasing CLA and PUFA concentrations. The association of soybean grain and yerba mate
helps to improve the fat quality of milk from sheep raised in tropical pastures, as shown by the
enhanced antioxidant activity, although it does not help prevent the oxidation of milk rich in
PUFA. The second article compared the different extraction methods for total lipids and
evaluated the effect of these methodologies on the quantitative composition of fatty acids in
milk from lactating ewes raised on tropical pastures. The methodologies used were simple direct
transesterification, using the HPLC grade organic solvent n-hexane, Bligh; Dyer (cold
extraction, extracting mixture proportions 5, 10 and 15 mL in a ratio of 2:1: 1 (v / v / v) of
chloroform-methanol-water). The fatty acid methyl esters were separated by gas

chromatography coupled with a flame ionization detector (GC-FID). The results show that there



was no significant difference (p<0.05) in the total lipid content between the extraction methods.
However, Bligh's method; Dyer obtained the best yield of lipids to be extracted from 's milk,
since the volume with 15 mL of the extraction solution was able to identify 87% of the
chromatographic peaks. It was also observed that ewe's milk has a higher percentage of
palmitic, stearic and oleic fatty acids, with percentages of 20.1%, 15.5% and 33.1%,
respectively. Therefore, the extraction mixture with a volume of 15 mL used in this study can
be an alternative to perform the extraction of milk fat from lactating ewes raised in tropical

pastures as a routine method, as it expresses the best lipid content of this food.

Keywords: natural additive, antioxidants, phenolic compounds, physicochemical composition,
lactation, sheep
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1. INTRODUCAO

Consideractes Gerais

Uma adequada nutricdo da ovelha no terco final da gestacdo e durante a lactacdo tem
como objetivos prioritarios um maior crescimento do feto, desenvolvimento do ubere e de sua
capacidade de produzir colostro e leite, bem como um menor desgaste das reservas corporais
das matrizes, contribuindo assim para que estas cheguem a fase de acasalamento em bom estado
nutricional, além de propiciar condi¢Bes para aumentar o ganho de peso e reduzir a taxa de
mortalidade das crias (BRONDANI et al., 2016). Assim tornam - se indispensaveis estudos que
mostrem novas possibilidades de suplementagdo ou mesmo indiquem uma melhor utilizacdo
dos recursos ja existentes (LORENZO; GOMEZ, 2012; ZEOLA et al., 2015; SANTOS et al.,
2019).

Em relagdo aos produtos advindos de ruminantes, estes requisitos tém sido atendidos
por meio da modificacdo do perfil lipidico da gordura do leite, através da manipulacéo da dieta
com aumento na concentracdo dos acidos graxos poli-insaturados (PUFA) (PETIT, 2015),
especialmente os acidos graxos da familia 6mega, em funcdo de seus potenciais efeitos
anticarcinogénicos, preventivo de doengas cardiovasculares e moduladores do sistema
imunolégico (LUCATTO; BRANDAO; DRUNKLER, 2014).

A soja (Glycine max (L.) Merrill) € uma oleaginosa que apresenta 18% de gordura, rica
em acidos graxos poli-insaturados (6mega 6), seu fornecimento na dieta animal pode elevar a
qualidade nutricional do leite, pois tanto o leite como seus derivados, oriundos de animais
alimentados com soja, poderdo apresentar maiores concentragdes de (PUFA), que propiciam
beneficios & saide humana (CARRAO-PANIZZI; SILVA, 2011).

Embora a alimentacdo com a soja em grao demonstre ser uma alternativa viavel para o
aumento no teor de PUFA na gordura do leite, a modificacdo no perfil de acidos graxos também
pode transformar varias propriedades fisicas e quimicas da gordura, como a firmeza, o ponto
de fuséo, a viscosidade, a estabilidade oxidativa e o “flavor” (sabor e/ou odor) (CARDOZO et
al., 2013). Baseado nessa informag&o sabe - se que os lipidios do leite s&o protegidos contra a
oxidagéo por antioxidantes naturais enzimaticos e ndo enzimaticos (MATUMOTO-PINTRO et
al., 2011). Dentre os antioxidantes destaca-se 0s encontrados na erva-mate (llex

paraguariensis) por ter um papel na preservacdo dos PUFA (BRACESCO et al., 2011).
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A erva-mate possui propriedades antimicrobianas, anti-inflamatérias (FAGUNDES et
al., 2015), além de demonstrar maior concentracdo de polifendis que o cha verde, o que lhe
confere uma maior capacidade antioxidante e maior inibicéo de radicais livres (HARTEMINK
et al., 2015). S&o ainda encontrados 196 compostos volateis, como &cido clorogénico que séo
radicais livres e sequestrantes de metais (SANTOS et al., 2017). A erva-mate ainda apresenta
em sua composicdo saponinas, cafeina e teobromina, além de possuir vitaminas, potassio,
magnésio, calcio, manganés, ferro, selénio, fosforo e zinco (FAGUNDES et al., 2015).

Neste contexto, sugere-se que erva-mate poderia impedir a oxidagcdo no leite
enriquecido com PUFA e fornecer aos consumidores produtos lacteos benéficos a salde
(SANTOS et al., 2017). Assim a hipotese desse trabalho foi de que a inclusdo de erva-mate
(llex paraguariensis) in natura na dieta pode melhorar o desempenho produtivo, as
propriedades antioxidantes, além de diminuir a lipoperoxidacéo no leite de ovelhas F1 Texel
alimentadas com uma dieta enriquecida com soja grao, como uma fonte de acidos graxos poli-
insaturados. Além disso, buscou -se avaliar também os diferentes métodos de extracdo para
lipidios totais e o efeito destas metodologias sobre a composi¢éo quantitativa de acidos graxos
(por meio de fatores de resposta do detector de ionizagao de chama e padrdes internos) em leite
de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da Ovinocultura Leiteira no Brasil

A producdo de leite, em todo o mundo, foi de aproximadamente 513 milhdes de
toneladas no ano de 2019 (USDA, 2019), sendo que cerca de 10 milhdes de toneladas foram
provenientes de ovinos (FAO, 2017). Os principais paises produtores de leite de ovelha sdo a
China, Turquia e Grecia. J& os produtos lacteos de ovelhas s&o encontrados com mais facilidade
nos mercados de paises como a China, Siria, Iran, Turquia e Argélia (FAO, 2020).

J& no Brasil a ovinocultura alcanga o montante de 18,9 milhGes de cabecas. Visto que a
regido Nordeste possui a maior concentracao do rebanho do pais, com cerca de (67%), seguida
das regides Sul (21,2%), Centro-Oeste (5,40%), Sudeste (3,50%) e Norte (3,20%) (IBGE,
2019). Na regido Centro Oeste, 0 Estado de Mato Grosso do Sul possui um plantel de 436 mil
cabecas (2,3% do rebanho nacional), o que representa 43% do rebanho regional (EMBRAPA,
2019).
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Uma novidade no Censo Agropecudrio de 2017 é o levantamento das estatisticas da
ovinocultura leiteira. De acordo com o levantamento realizado, cerca de 750 estabelecimentos
agropecuarios declararam produzir leite de ovelhas, representando um rebanho de 5,7 mil
ovelhas ordenhadas, produzindo 1,72 milhdes de litros de leite de ovelha. A produtividade
média obtida é 300 litros/cabeca/ano” (NOBREGA, 2018). Deste total o Estado de Mato Grosso
do Sul contribui com 18 mil litros de leite, que representam um total de 54 mil ovelhas
ordenhadas, com uma producdo média de 339,44 litros/cabeca/ano (IBGE, 2017).

Enquanto o volume de leite comercializado alcangou 1 milh&o de litros, movimentando
cerca de R$ 2,75 milhdes. Sendo que “O prego médio de venda do litro de leite de ovelha foi
de R$ 2,74, equivalente a uma agregacdo de valor superior a 27%, quando comparado ao leite
de cabra, refletindo o potencial de mercado que este produto vem demonstrando no nosso pais”
(NOBREGA, 2018).

Ja em termos de legislacdo, o Brasil ndo consta com um regulamento técnico exclusivo
para o leite ovino, apresentando publicacbes como a Instru¢cdo Normativa 62/2011 que fixa
regras gerais sobre a producao, identidade e qualidade do leite (com excecdo do leite de cabra
que possui um regulamento técnico especifico IN 37/2000) (BRASIL, 2011). Entretanto, 0s
produtos desenvolvidos a partir do leite de ovelha s&o inscritos na Divisao de Inspecao de Leite
e Derivados (DILEI) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(MERLIN JUNIOR et al., 2015), com base em literaturas cientificas e outras publicacfes
devido & auséncia de Regulamento Técnico especifico.

Ainda assim, ja existem laticinios especificos para o beneficiamento deste leite, que sdo
inspecionadas pelo SIF — Servico de Inspecdo Federal, além de produtores de queijos
habilitados para exportacdo (BRASIL, 2020). Os principais derivados lacteos produzidos com
SIF séo os queijos Tipos Pecorino, Toscano Fresco e Maturado, queijo Fascal, Tipo Feta, Tipo
Roquefort, Ricota Fresca (PELLEGRINI et al., 2013).

2.2 Produgéo

Segundo estatisticas da FAO — Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAQ, 2017), a producdo mundial de leite de ovelhas, corresponde a 1,4% da producéo
total de leite no mundo. Enquanto, no Brasil a producdo e o processamento industrial,
correspondem 0,0019% do total de leite produzido, isto ocorre devido a atividade leiteira ovina

em escala industrial ainda ser recente, mas em crescimento (ROHENKOHL, 2011). O que
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posiciona a ovelha (Ovis aries), como a quarta espécie produtora de leite do mundo, estando
atras das espécies bovina, bubalina e caprina (IBGE, 2018a).

Embora, em termos quantitativos, a producdo de leite de ovelha seja de importancia
marginal em comparacdo ao leite de vaca, é de grande interesse o incremento do consumo de
seus derivados, visto que 0s ovinos sdo animais amplamente adaptados aos mais diversos climas
e disseminados por todo o planeta (PELLEGRINI et al., 2013).

Dentre os maiores produtores de leite de ovelha destacam-se os paises do Mediterraneo
(Italia, Turquia, Grécia, Espanha, Franga e Portugal), o que corresponde a dois tergos da
producdo de leite de ovelha no mundo (MERLIN JUNIOR et al., 2015). Entretanto, é a China,
0 pais com maior volume de leite produzido, com cerca 12,2% da producdo mundial de leite
ovino (FAO, 2017).

A ovinocultura leiteira no Brasil, como atividade agroindustrial tecnificada é recente,
tendo seu inicio o ano de 1992, por intermédio da importacdo de animais da raca francesa
Lacaune no Rio Grande do Sul (MERLIN JUNIOR et al., 2015). Contudo, dentre as racas
leiteiras que foram introduzidas no Brasil, as que estdo em destaque sdo: Santa Inés, East
Friesian ou Milchschaf (origem Alemd), Bergamécia, Corriedale, dentre outras ou até mesmo
cruzamentos entre estas (MATOS; SANTOS, 2018).

A raca Texel é de origem holandesa, ovino de porte médio, e é considerada uma raca de
dupla aptiddo, produzindo carne de excelente qualidade, com gordura reduzida e, também, uma
boa quantidade de 1a (ARCO, 2021), estando entre as ragas mais exploradas no estado do Rio
Grande do Sul, uma vez que esta apresenta uma boa performance para aptidao leiteira, o que
permite novos modelos de ovinocultura que garantam a competitividade e sustentabilidade, ja
gue muitos produtores galchos estdo reestruturando seus rebanhos, passando a trabalhar com
racas de dupla aptiddo (carne e 1a) e com racas especificas para a producdo de carne
(FONTOURA et al.,, 2020; MENEZES et al., 2021). Na Tabela 1 encontram - se as

caracteristicas de producdo e tempo de lactacdo entre ragas ovinas.

TABELA 1 — Caracteristicas de producéo e tempo de lactacédo entre ragas ovinas

Raca Producéo Lactacéo
Lacaune 1,30 litros/dia 160 dias
Santa Inés 1,05 a 1,70 litros/dia 210 dias
Bergamécia 2,00 litros/dias 160 dias

East Friesian 1,88 litros/dia 220 dias



Corriedale 1,49 litros/dia
Texel 1,43 litros/dia
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90 dias
49 dias

Fonte: adaptado de ZEPPENFELD et al., 2007; MATOS; SANTOS (2018).

No entanto, muitos fatores contribuem para as variacdes na producéo e na qualidade do

leite de ovelhas, tais como, 0 ambiente, a raca, idade da ovelha, estagio da lactacao, nimero de

cordeiros, técnicas de ordenha, estado sanitario, infeccdes de Ubere, manejo do rebanho e nivel

nutricional durante a gestacao e lactacdo (ZEPPENFELD et al., 2007).

2.3 Composicao

O leite de ovino apresenta como caracteristica sabor suave e levemente adocicado, com

aroma proprio, além de possuir uma colora¢do branca intensa e homogénea (PARK et al.,

2007). Ademais, o leite ovino caracteriza-se pelo seu alto valor bioldgico, isto se deve as

caracteristicas dos seus constituintes, como se verifica na Tabela 2.

TABELA 2 — Composicdo média dos nutrientes basicos em leite de cabra, de ovelha, de

vaca e humano

Composicédo Ovelha Cabra Vaca Humano
Gordura (%) 79 3,8 3,6 4,0
Sélidos nédo gordurosos (%) 12,0 8,9 9,0 8,9
Lactose (%) 4,9 4,1 4,7 6,9
Proteina (%) 6,2 3,4 3,2 1,2
Caseina (%) 4,2 2,4 2,6 0,4
Albumina e Globulina (%) 1,0 1,0 0,6 0,7
Cinzas (%) 0,9 0,8 0,7 0,3

Fonte: Adaptado de PARK et al. (2007).

O leite ovino é mais rico em gordura, proteinas, cinzas, calcio, ferro, manganés, fosforo,

zinco, acidos graxos (AG) de cadeia média, AG monoinsaturados (AGMI), acido linolénico,

todos 0os amino&cidos essenciais e vitaminas (exceto para caroteno) quando comparado aos

leites bovino e caprino (PARK et al., 2007). O que torna tais atributos relevantes na producéo
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de queijos, gerando sabores e texturas inigualaveis de alto valor mercadoldgico (CORREA et
al., 2014). Assim, cerca de 5,5 litros de leite de ovelha sdo necessarios para fabricar 1 kg de
queijo, ao passo que sao necessarios 11 litros de leite de vaca para produzir a mesma quantidade
(NEVES et al., 2014).

Por outro lado, as caracteristicas de muitos produtos lacteos como queijos, iogurtes e
manteiga, dependem das propriedades fisico-quimicas que compbe o leite (FARIAS;
TAVARES; ALBANDES, 2017). A Tabela 3 apresenta variagdes nas propriedades fisico-

quimicas do leite de ruminantes.

TABELA 3 - Propriedades fisico-quimicas do leite de ruminantes

Propriedades Leite de Ovelha Leite de Cabra Leite de Vaca
Densidade relativa 1,0347-1,0384 1,029-1,039  1,0231-1, 0398
Viscosidade 2,86 —3,93 2,12 2,0
indice de refracéo 1,3492 — 1, 3497 1,450 £ 0,39 1,451+0,35
Ponto de congelamento (-°H) 0,570 0,540 0, 570 0,30-0,570
Acidez (Acido latico %) 0,22 -0,25 0,14 -0,23 0,15-0,18
pH 6,51 - 6,85 6,50 — 6,80 6,65 - 6,71

Fonte: Adaptado de PARK et al. (2007).

De um modo geral, o leite de pequenos ruminantes exibe composicdo bioguimica
diferenciada, indicando maior viscosidade e acidez, mas menores indices de refracdo e ponto
de congelamento em relagéo ao leite bovino (MERLIN JUNIOR et al., 2015).

2.4 Caracteristicas da gordura do leite ovino

Os lipidios sdo um dos elementos mais estudados no leite, pois estes representam o
maior valor energético do leite além de serem fontes de &cidos graxos essenciais. Eles sdo 0s
componentes mais importantes do leite em termos de custo, nutri¢do e caracteristicas fisicas e
organolépticas (PARK et al., 2007; MENDONCA et al., 2010; CATUNDA et al., 2016).

O leite ovino contém aproximadamente 7,9% de gordura (PARK et al., 2007), sendo
gue este componente esta presente no leite na forma de glébulos, variando em quantidade por
fatores fisioldgicos e ambientais, dependendo da dieta, raga, periodo de lactacédo, etc.
(MENDONCA et al., 2010).
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Em média, 98% do teor de gordura do leite é formado principalmente por triglicerideos
e 0s outros 2%, por fosfolipideos, colesterol, diacilglicerois, monoacilglicerdis e acidos graxos
livres, além de hidrocarbonetos e vitaminas lipossoluveis (PARK et al., 2007). Os acidos graxos
que constituem o leite sdo derivados da alimentagdo e da atividade microbiana ruminal
(MICINSKI et al., 2012).

No rumen, os lipideos dietéticos sdo hidrolisados em acidos graxos livres e glicerol,
através da acdo de lipases microbianas. O glicerol liberado ¢ utilizado para producéo de acidos
graxos volateis (acetato, butirato e propionato) que sdo absorvidos através da parede ruminal.
O acetato ¢ o B-hidroxibutirato chegam a glandula maméria através da circulacdo sanguinea,
onde sera substrato a sintese de novo dos &cidos graxos de cadeia curta e média (AGCCM —
C4:0aC80 e 50% de C10-16) (MICINSKI et al., 2012).

A medida que ocorre a degradaco dos lipidios, os acidos graxos insaturados, que sio
quimicamente mais instaveis, e ndo passam pela membrana da bactéria séo biohidrogenados no
ramen. Assim, durante esse processo as bactérias ruminais saturam as ligacdes duplas dos
acidos graxos insaturados, com adi¢do de hidrogénio (ZHAO et al., 2013). Alguns &cidos
graxos conseguem escapar antes da conclusdo de todas as etapas, originando os produtos
intermediarios da biohidrogenacdo ruminal incompleta. Posteriormente, os &cidos graxos sdo
absorvidos por meio da parede intestinal e transportados através de lipoproteinas, para glandula
mamaria, onde ddo origem aos acidos graxos de cadeia longa (maiores que C18:0) e finalmente
os acidos graxos sintetizados na propria glandula maméaria ou retirados da circulacdo arterial
sdo incorporados aos triacilglicerois do leite (ZHAO et al., 2013).

Antes da ocorréncia da biohidrogenacdo dos AGPI, no rimen, ocorre uma isomeragao
posicional da ligacdo dupla dos acidos graxos, passando de cis para trans. Com isso a carne e
o leite de ruminantes sdo importantes fontes de &cidos graxos-trans (JENKINS; HARVATINE,
2014).

O leite ovino é composto por 62,91% de acidos graxos saturados (AGS), 22,02 % de
acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e 4,58% de acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
sendo os principais representantes de cada categoria os acidos, palmitico (20, 27%), estearico
(13, 95%) e miristico (9, 27%); oléico (12, 90%); linoléico (1, 69%) e linolénico (1, 37%). Por
sua vez, o leite de ovelha tem maiores teores de acidos graxos trans, do que o leite vaca e o de
cabra, respectivamente (PELLEGRINI et al., 2012).
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2.5 Efeitos dos lipideos na producéo e composicéo do leite

O principal nutriente que limita a producéo de leite é a energia (STRADIOTTO et al.,
2010). Maiores exigéncias sdo verificadas em ovelhas nas primeiras oito semanas de lactacéo
(NRC, 2007). A producdo e composicdo do leite, assim como suas caracteristicas fisico-
quimicas podem ser alteradas, por meio da utilizacéo de lipidios na alimentagdo animal (MAIA,
PARENTE; ARAUJO, 2011). Outro interesse é na busca da producdo de compostos
alimentares benéficos a saude humana, haja vista que o enriquecimento do leite pode ser
realizado, através da incorporacdo de moléculas nutracéuticas, como o &cido graxo émega e 0
acido linoléico conjugado (CLA) (CARDOZO et al., 2013).

De acordo com Palmquist; Matos (2011) a utilizacdo de suplementa¢6es com gordura
de até 5-7% desta na matéria seca pode ser inserida na dieta de ruminantes. Porém,
modificacbes nas caracteristicas dietéticas causam alteracdes na depressdo da gordura ao
promoverem reducéo da atividade microbiana no rimen, diminuigao da sintese de &cidos graxos
de cadeia curta no Ubere e decréscimo na absorcdo de metabolitos do sangue pela glandula
mamaria (NUDDA et al., 2014).

Exatamente porque a resposta da utilizacdo da suplementacgéo de gordura na dieta difere
entre as espécies de ruminantes, em particular o teor de gordura no leite de cabras e ovelhas
aumenta, ao contrario do que acontece com o teor de gordura do leite de vaca (COSTA,;
QUEIROGA; PEREIRA, 2009).

Dessa forma, respostas distintas a suplementacéo lipidica entre ruminantes podem ser
encontradas, uma vez que a quantidade de gordura dietética transferida diretamente para a
gordura do leite € variavel e esta ligada a complexas interacdes digestivas e metabolicas entre
a dieta basal (natureza e proporcdo de forragens e concentrados), suplementacdo lipidica
(natureza, tipo, quantidade) e caracteristicas animais (espécie, estagio de lactacdo, potencial
produtivo, etc.) (MAIA; PARENTE; ARAUJO, 2011).

Para alterar os niveis de AGPI no leite, a ingestdo de 6leos ricos em AGPI e 0 emprego
de fatores que reduzam sua hidrogenac&o no rimen tém sido utilizados. O emprego de gordura
protegida, compreendida por sais de calcio mais lipideos ou gordura inerte, tem elevado o teor
de gordura do leite de ovelhas, refletindo na composicdo dos acidos graxos. Paralelamente a
este efeito, € comum observar reducéo do teor de proteina do leite nessas dietas (NUDDA et
al., 2014).
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Sampelayo et al. (2007) afirmam ainda que, algumas pesquisas com suplementacéo
lipidica envolvendo ovelhas leiteiras tém sido realizadas devido aos resultados promissores
encontrados com cabras e vacas. Gomez-Cortés et al. (2008) ao avaliarem a inclusao de altos
teores de 6leo de oliva (6% na MS) na dieta de ovelhas lactantes relataram aumento na produgéo
de leite, gordura, proteina e sélidos totais. No entanto, houve redugdo na porcentagem dos
acidos graxos de cadeia média (C10: 0 a C16: 0) e aumento dos acidos graxos (C18:0 a C18:1)
no leite dos animais que receberam 6leo de oliva na dieta.

Gomez-Cortés et al. (2011) analisaram os niveis crescentes de inclusdo de 6leo de
girassol (17, 34 e 51g de 6leo por Kg de MS) na dieta de ovelhas leiteiras da Raca Assaf,
concluiram que ndo houve diferenca entre os tratamentos em relacdo a producéo de leite, teor
de gordura, proteina e lactose. Porém, o perfil de acidos graxos foi substancialmente
modificado. O tratamento com maior inclusdo de 6leo causou maior enriquecimento de CLA e
diminui a quantidade de acidos graxos saturados.

Zeola et al. (2015) incluiram 70 e 140 g kg™ de soja no concentrado de ovelhas em
lactacdo e ndo encontraram diferencas entre os tratamentos em relacdo a producéo de leite, teor
de gordura, solidos totais, proteina e lactose, assim como ndo houve diferenca entre os &cidos
graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados. Todavia, houve aumento no &cido
linoléico no leite das ovelhas alimentadas com 140 g de soja kg™t em comparagéo com aquelas

alimentadas com a dieta controle e 70 g de kg de soja .

2.6 Suplementacdo lipidica com soja em grao

A soja (Glycine max (L.) Merrill) pertence a familia Leguminosae, subfamilia
Papilionoidae e ¢ uma das principais fontes de proteina e 6leo vegetal do mundo. Foi
consolidada na década de 1970 como a principal cultura do agronegécio no Brasil, pelo
programa oficial de incentivo a triticultura nacional (EMBRAPA, 2020). Em 1954, ocorreu 0
primeiro grande plantio em 43 hectares desta espécie no estado do Parana (ZALESKI
TRINDADE, 2018).

No Brasil a producdo de soja foi de 124 milhdes de toneladas na safra 2021/2022, em
uma area total de 41 milhdes de hectares (CONAB, 2022). Os maiores produtores do mundo
sdo segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2019), os
Estados Unidos, Brasil e Argentina, responsaveis por 82% das exporta¢cbes mundiais com

controle do mercado internacional desta commodity.
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A soja em grdo é muito versatil quanto ao uso, ndo € apenas uma fonte de 6leo
comestivel para humanos, mas também uma proteina vegetal de alta qualidade para rac6es
animais, alem de dar origem a produtos e co-produtos muito usados pela agroindustria, industria
quimica e bicombustiveis (CARRAO-PANIZZI; SILVA, 2011).

A soja contém em sua composi¢do aproximadamente 18% de extrato etéreo, 40% de
proteina bruta e 93% de NDT, além de ser utilizado com intuito de ser fonte de proteina e
também fonte de gordura boa, por possuir elevado teor de acidos graxos insaturados (NRC,
2007). E também a leguminosa que possui maior contedido de proteina, em comparagio com o
feijao preto (21,3%), a ervilha em vagem (7,5%) e o amendoim (27,2%) (TACO, 2011).

Além disso, a soja apresenta em sua constituicdo aminoacidos essenciais como a lisina
(6,9%), leucina (5,1%), fenilalanina (5,0%), treonina (4,3%), metionina, cistina e triptofano e
ndo-essenciais como o acido glutdmico (21%), &cido aspartico (12%) e, em menor quantidade,
a arginina e a tirosina. Os carboidratos sdo o segundo componente mais abundante na soja e
representam entre 30 e 35% dos componentes do grdo (MANDARINO, 2010).

Além do mais, a soja em grdo pode ser fornecida crua aos ruminantes, ja que os fatores
antinutricionais, para esta espécie, ndo apresentam um efeito significativo, como ocorre nos

animais monogastricos (RENNO et al., 2015).

2.7 Acido linoléico conjugado (CLA)

Recentemente varias pesquisas tém sido executadas com o intuito de modificar a
composicao da gordura do leite, tornando-a mais adequada ao consumo humano (LOPES et al.,
2011; FUKE et al., 2014; LUCATTO; BRANDAO; DRUNKLER, 2014; DE LIMA et al.,
2018). Assim sendo, com foco na prevencao e na reducdo do risco de algumas doencas tem-se
buscado a diminuicao dos teores dos &cidos graxos saturados de cadeia média, como o laurico
(C12: 0), miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), e o incremento da concentragdo do acido oléico
(C18:1 cis-9) no leite (BARROS et al., 2013).

Outro alvo dos estudos tém sido aumentar a concentragdo do CLA (do inglés conjugated
linoleic acids), presente no leite, cujas propriedades anticarcinogénicas, antiaterogénicas,
antidiabetogénicas (diabetes do tipo I1) e imunomodulatorias tém sido demonstradas (YANG
et al., 2015). Assim, a elevacdo da concentracdo do acido vacénico (C18:1 trans-11) nos

derivados lacteos também € relevante, visto que ele é o principal precursor para a sintese
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enddgena do CLA na glandula mamaria, sendo este responsavel por 80% do CLA presente no
leite (COSTA; QUEIROGA; PEREIRA, 2009).

O CLA corresponde a uma mistura de isdmeros posicionais geométricos do &cido
linoléico, com duplas liga¢cdes conjugadas, ou seja, separadas por simples ligagdo carbono-
carbono (FUKE et al., 2014). Essas configuragfes podem ser do tipo cis ou trans, e as duplas
ligacOes estdo presentes predominantemente nas posicGes 8 e 10, 9 e 11, 10 e 12 ou 11 e 13
(DE LIMA et al., 2018). A Figura 1 apresenta a estrutura dos isdmeros de CLA trans-10, cis-
12, cis-9, trans-11 e do acido linoléico (C18:2 cis-9, cis-12).

H H H
[
CH3— (CH2)4—C =C— C=C—(CH2)8— COOH
|
4 710 cis-12 H
CLA trans-10 cis-12
. H
| S
CH3— (CH,)s—C=C — C=C—(CH,);— COOH
|
H
CLA cis-9 trans-11
n n H H
| I R |
CH3— (CHy—C=C— ?— C=C—(CHz);— COOH
H
CLA cis-9 cis-12

FIGURA 1 - Estrutura dos isdbmeros de CLA trans-10, cis-12, cis-9, trans-11 e do acido
linoléico (C18:2 cis-9, cis-12)
Fonte: PARIZA; PARK; COOK (2001).

As principais fontes de CLA na dieta humana séo o leite e seus derivados lacteos e a
carne (LUCATTO; BRANDAO; DRUNKLER, 2014). As concentracdes de CLA em produtos
lacteos variam de 2,9 a 8,2 mg/g de gordura, sendo que o isbmero cis-9, trans-11 representa
entre 73 a 93 % do total de CLA (FUKE et al., 2014). Estima — se que a populagdo brasileira
consuma 36 mg/dia de CLA na forma de produtos lacteos, dos quais 85% séo representados
principalmente pelo leite integral (7,2 mg/g de gordura) (NUNES; TORRES, 2010). Na Tabela

4, tem-se a concentragcdo do CLA em alguns alimentos que normalmente compdem a dieta
humana.
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TABELA 4 - Concentracdo do &cido linoléico conjugado total e CLA cis-9, trans-11 em

diferentes alimentos

Alimentos CLA total CLA cis-9, trans-11
(% de gordura) (% do total de CLA)

Queijo Cheddar 0,40-0,53 78-82

Queijo Cottage 0,45-0,59 83

Queijo Mussarela 0,34-0,50 78-95

Manteiga 0,47-0,94 78-88

logurte integral 0,38-0,88 83-84

logurte light 0,44 86

Carne bovina moida 0,16-0,43 72-85

Leite ovino 0,6e1,0 83- 90

logurte de ovelha 0,52 80

Queijo pecorino (ovino) 0,025 77

Fonte: adaptado de PRANDINI; SIGOLO; PIVA (2011); DHIMAN; NAM; URE (2005).

Todavia, uma serie de fatores ligados ao manejo nutricional (composicdo e
disponibilidade), as caracteristicas individuais dos animais (raca, estadio de lactacdo, condicéo
corporal), e ambientais (principalmente estresse por calor e calor) influenciam no contetdo de
CLA do leite (NUDDA et al., 2014). Porém, dentre todos estes citados, a dieta dos animais é 0
fator mais importante por influenciar diretamente o perfil de &cidos graxos do leite, e por estar
associada ao aumento do teor do CLA (URBANO et al., 2014). Principalmente se a fonte
lipidica utilizada tiver alto teor de &cido linoléico ou &cido linolénico em sua composi¢do
(NUDDA et al., 2014).

Assim, os lipidios ingeridos por esses animais passam por importantes transformacées
no ramen, denominadas de biohidrogenacdo. Este processo ocorre de duas formas: com a
isomerizacdo da dupla ligacao cis- 12 de acidos graxos insaturados contendo duplas ligagdes
nas posicdes cis-9, cis-12 (Acido Linoléico, a- e y-linolénico). Em seguida, o isdmero cis-9,
trans-11 sdo reduzidos a acido vacénico (BUCCIONI et al., 2012). O acido vacénico por sua
vez é o intermediario da biohidrogenacéo do acido linoléico a acido estearico e é acumulado no
rimen. Ja a segunda etapa do processo ocorre quando &cido estearico acumulado no rumen, é
absorvido pelas glandulas mamarias e serve como substrato para a sintese enddgena do isbmero

cis-9, trans-11 no tecido mamario, pela acao da enzima A9-dessaturase durante a sintese lipidica
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do leite (URBANO et al., 2014). A Figura 2 demonstra as etapas do processo de

biohidrogenacdo do acido linoléico.

RUMEN (a) TECIDO (b)
Acido linoleico —— Acido linoleico
(AL C18:2n-6) (ALC18:2n-6)
S )
cis-9, trans-11 C18:2 (CLA) cis-9, trans-11 C18:2 (CLA)

T A9-Dessaturase

. = L4 A -
trans-11, C18:1 (ac. vacénico) tians11;C1R:1 {de-vacenica)

!

C18:0 (4c. estedrico) b | C18:0 = (is-9 C18:1 (ac. oléico)
A9-Dessaturase

FIGURA 2 - a) Via metabdlica de biossintese do CLA no rimen, b) Via metabodlica de
biossintese do CLA no tecido.
Fonte: LUCATTO; BRANDAO; DRUNKLER (2014).

Assim, na tentativa de aumentar o valor nutricional da gordura do leite em ovelhas,
Toral et al. (2010a) avaliaram o perfil de acidos graxos do leite em ovelhas suplementadas com
trés niveis crescentes de algas marinhas (8, 16 e 24 g/Kg de MS), em combinacdo com 6leo de
girassol, e observaram um aumento, da concentragdo de CLA e do &cido vacénico no leite
dessas ovelhas. Em outro estudo, Toral et al. (2010b) avaliaram a inclusdo de éleo de peixe em
combinacdo com 6leo de girassol na dieta de ovelhas em lactacdo. Os autores comparam uma
dieta sem suplementacdo lipidica (controle), (T2) - com 20g de 6leo de girassol; (T3) - 10g de
Oleo de peixe; ou (T4) - 20g de oOleo de girassol mais 10g de Oleo de peixe e observaram que
quando comparado com o controle, a suplementagdo lipidica melhorou conteudo de leite do
CLA (cis-9, trans-11 CLA; em até quatro vezes). Sendo que todos os suplementos lipidicos
resultaram em altos niveis de alguns acidos graxos trans, principalmente trans-11 C18: 1 (4cido
vacénico), mas também trans-10 C18:1. O que demonstra que diferentes graus de
enriquecimento da gordura do leite com o CLA sé&o esperados quando utilizados diferentes

Oleos.
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Nudda et al. (2014) ao agrupar dados de diferentes experimentos utilizando diferentes
fontes de 6leos observaram que em suplementacdes com linhaca hd aumento do contetdo de
acido vacénico, c9, t11 CLA e PUFA n-3. Ja as suplementaces com 06leo de soja sdo mais
eficazes que as com 6leo de linhaga ou 6leo de girassol em relacdo ao aumento do teor de CLA
no leite e no queijo de ovelha. O que sugere que a biohidrogenacao ruminal dos acidos graxos
insaturados € mais completa em ovelhas alimentadas com linhaca do que naquelas alimentadas
com soja e, portanto, a quantidade de acido vacénico e CLA que flui através do duodeno é maior

em ovelhas alimentadas com dietas suplementadas com 6leos ricos em &cido linoléico.

2.8 Oxidacdo lipidica

Oxidacéo lipidica é o termo utilizado para caracterizar uma sequéncia de modificacdes
quimicas resultantes da interacdo de lipideos com o oxigénio (MCCLEMENTS; DECKER,
2010). Os principais problemas decorrentes da oxidacgao dos lipidios s&o as alteragdes sensoriais
que resultam no desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis (off flavors) tornando o
leite improprio para consumo (SOARES et al., 2012), além de também causar outras mudancas
que irdo afetar ndo sé a qualidade nutritiva, mas também a integridade e seguranca do alimento
(LIMA JUNIOR et al., 2013).

Em todos os mecanismos de oxidacao lipidica o principal alvo de ataques sdo os radicais
livres dos lipidios, por serem constituidos por uma mistura de tri, di e monoacilglicerois, acidos
graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterdis, etc. (RAMALHO; JORGE, 2006). Sendo
que os triglicerideos sdo os principais responsaveis pelo desenvolvimento do rango (NELSON;
COX, 2006). Os lipidios podem ser oxidados por diferentes caminhos, tais como: fotoxidagéo,
autoxidacdo e oxidacdo enzimatica (LIMA JUNIOR et al., 2013).

A fotoxidacdo de gorduras insaturadas € causada principalmente pela radiacdo
ultravioleta em presenca de fotossensibilizadores (clorofila, mioglobina, riboflavina) que
absorvem a energia luminosa e a transferem para de oxigénio triplete (302) em oxigénio singlete
(0), sua forma mais reativa, cujas degradacGes posteriores originam aldeidos, alcoois e
hidrocarbonetos (RAMALHO; JORGE, 2006; SOARES et al., 2012; LORENZO; GOMEZ,
2012).

A autoxidacgdo apresenta-se como o principal procedimento de oxidacdo de lipidios em
alimentos, ocorrendo em trés etapas (iniciagdo, propagacao e terminacdo) que leva a formacao

de radicais livres (Figura 3).
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FIGURA 3 - Esquema geral do mecanismo da oxidacdo lipidica
Fonte: RAMALHO; JORGE (2006).

Iniciagdo — ocorre quando os acidos graxos poli-insaturados sofrem a reacdo de quebra
da ligacdo com um atomo de hidrogénio do carbono alilico na molécula do &cido graxo, em
condicdes favorecidas por luz e calor, Este composto se torna um radical livre, substancia
altamente reativa devido a presenca de um elétron desemparelhado, cuja acdo desencadeia a
reacdo oxidativa (KOLAKOWSKA; BARTOSZ, 2014).

Propagacéo — os radicais livres que sdo prontamente susceptiveis ao ataque do oxigénio
atmosférico, sdo convertidos em outros radicais, aparecendo os produtos primarios de oxidacéo
(perdxidos e hidroperdxidos) cuja estrutura depende da natureza dos &cidos graxos presentes.
Os radicais livres formados atuam como propagadores da reacédo, resultando em um processo
autocatalitico (WOJCIAK; DOLATOWSKI, 2012).

Término — nesta fase diminui o consumo de oxigénio, e os radicais livres passam a
interagir entre si, formando produtos estaveis (produtos secundarios de oxidacgdo), causadores
dos odores e sabores desagradaveis. Eles podem ser aldeidos, alcoois e outros compostos
volateis e ndo volateis (WOJCIAK; DOLATOWSKI, 2012).

A oxidacdo enzimética é uma reagdo importante, pois, limita o tempo de prateleira de
varios alimentos. Ela ocorre por meio das enzimas lipoxigenases que agem sobre os acidos
graxos poli-insaturados, catalisando a adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada poli-

insaturada. Como resultado tem-se a criagdo de peroxidos e hidroperdxidos com duplas ligagdes
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conjugadas que podem desenvolver diferentes reaces degradativas (LORENZO; GOMEZ,
2012; LIMA JUNIOR et al., 2013).

Diversos fatores estdo relacionados a ocorréncia dos fenémenos de oxidacao lipidica
dentre eles o tipo de estrutura lipidica e 0 meio onde se encontram. Além disso, 0 nimero e
natureza das insaturagdes dos acidos graxos, a exposi¢do a luz, ao calor, e a presenca de pro-
oxidantes metalicos ou de fatores antioxidantes, presenca de enzimas, microrganismos e as
condi¢cdes de armazenamento sdo determinantes para estabilidade oxidativa dos lipideos
(CLAUSEN et al., 2010).

2.9 Influéncias da dieta sobre a estabilidade oxidativa do leite

A resisténcia da gordura a oxidacdo em determinadas condi¢cbes é definida como
estabilidade oxidativa (ANTONIASSI, 2001). Ela é expressa como o periodo de tempo
necessario para alcancar um determinado grau de oxidacao (ex. desenvolvimento de rancidez,
deteccdo de sabores indesejaveis, indice de perdxidos), que em geral aumenta abruptamente
(LIMA, 2011). Utilizada como parametro global importante para prever o grau de degradacéo
dos 6leos e gorduras, por refletir na qualidade das matérias-primas, e condi¢cGes a que foi
submetido o produto durante o processamento e estocagem (ANTONIASSI, 2001).

A estabilidade oxidativa do leite e de seus derivados depende da composic¢do quimica
dos lipideos, que é mais susceptivel a oxidacdo conforme ha aumento do teor dos acidos graxos
poli-insaturados (MATUMOTO-PINTRO et al., 2011). O perfil de acidos graxos do leite é
reflexo da composicéo da dieta oferecida aos animais (GOMEZ-CORTES et al., 2011). Assim,
a inclusdo de AGPI na dieta de ruminantes acelera o processo de oxidacgdo lipidica, por
predispor a gordura do leite a degradacdo, bem como a formacdo de sabores indesejaveis e
potencialmente tdxicos o que reduz o tempo de prateleira do produto (MATUMOTO-PINTRO
etal., 2011).

De acordo com Correddu et al. (2015) ao investigarem a estabilidade oxidativa do leite
ovino, quando a dieta incluia uma fonte de polifendis (semente de uva) e uma fonte de acidos
graxos poli-insaturados (linhaga). Os autores concluiram que a inclusdo da linhaca na dieta
aumentou a quantidade de AGPI no leite, o que torna o leite mais vulneravel a oxidagéo,
entretanto a adi¢do da semente de uva reduziu a formagéo dos produtos de oxidacdo secundaria,

assim, ofereceu uma protecdo ao AGPI da linhaga.
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O processo de oxidacdo se inicia na ligacdo carbono-hidrogénio adjacente a dupla
ligacdo da cadeia de carbono e pode ser influenciada por varios fatores, especialmente
ambientais (umidade, temperatura luz e oxigénio), presenca de metais (cobre, ferro e
manganés), de enzimas e pigmentos (JOHNSON; DECKER, 2015). Em um estudo realizado
por Rafalowski et al. (2014) observaram que os isémeros cis e trans do C18:1 e o CLA foram
particularmente importantes na reducéo da estabilidade oxidativa do leite. E que &cidos graxos
de cadeia longa e acidos graxos insaturados interferem negativamente no desempenho de
algumas enzimas (superdéxido dismutase e glutationa — peroxidase) que sdo importantes para
regulacdo da taxa oxidativa da gordura, acelerando a formacdo de hidroperdxidos lipidicos
(ZHAO et al., 2013). Durante os processos oxidativos, as ligaces duplas dos acidos graxos
insaturados sdo atacadas por radicais livres, o que faz com que a quantidade de ligacdes
insaturadas seja determinante a formacao dos produtos da oxidacdo (CORREDDU et al., 2015).

Os efeitos nocivos dos radicais livres sdo minimizados pela agdo associada de
antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos produzidos pelo préprio organismo ou absorvidos
da dieta (KEBEDE; ADMASSU, 2019). Portanto, a suplementacdo com antioxidantes € uma
forma potencialmente segura e efetiva de proteger leite da oxidacdo (JOHNSON; DECKER,
2015).

2.10 Antioxidantes

Um antioxidante é qualquer substancia capaz de inibir ou retardar a oxidacdo de
proteinas, carboidratos, lipidios e DNA (GODIC et al., 2014), protegendo 0s sistemas
bioldgicos contra os efeitos deletérios dos processos oxidativos (NEVES et al., 2014). Para a
industria de alimentos, sua importancia consiste na busca de melhorar o conteddo nutricional
de seus produtos e para isto precisa aprimorar aspectos de qualidade como a prevencdo da
rancidez, ou alteragdes na cor decorrentes da oxidagio (DEL RE; JORGE, 2012).

Estas substancias podem estar presentes naturalmente nos alimentos, mas também
podem ser formados durante o processamento ou serem adicionadas aos produtos (SOARES et
al., 2012). Baseado no seu mecanismo de ac¢ao, os antioxidantes sao classificados em primarios
(compostos que promovem ou inativam os radicais livres formados durante a iniciacdo ou
propagacao da reacdo, através da doacdo de atomos de hidrogénio), sinergistas (potencializam
a atividade antioxidante), removedores de oxigénio (capturam o oxigénio presente no meio,

indisponibilizando — o para atuar como propagador da reacdo oxidativa), bioldgicos (enzimas
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com capacidade de remover o oxigénio ou compostos altamente reativos dos sistemas sujeitos
a oxidacdo lipidica), agentes quelantes (complexam ions metalicos, que catalisam a oxidacao
lipidica) e mistos (dois ou mais mecanismos de acdo combinados) (KEBEDE; ADMASSU,
2019). De maneira geral os antioxidantes sdo responsaveis por impedir a formacéo ou ataques
dos radicais livres. Uma vez que estes ja estdo formados, os antioxidantes sdo capazes de reparar
as lesbes causadas pelos radicais livres através da reconstrucdo das membranas celulares
danificadas (LOBO et al., 2010).

Para aplicacdo em alimentos, algumas caracteristicas sdo desejaveis: eficcia em baixa
concentracédo (0,001 a 0,1%); auséncia de efeitos toxicos ou nocivos a cor, odor, sabor e a outras
propriedades sensoriais do alimento; compatibilidade com o alimento, facil aplicacéo;
estabilidade nas condic6es de processo e armazenamento (RAMALHO; JORGE, 2006). Além
disso, os antioxidantes tém ampla aplicacdo, pois sdo usados como aditivos em gorduras e 6leos,
pois quando sao adicionados aos alimentos que contém &cidos graxos insaturados impedem que
figuem rancosos, evitando a deterioracdo dos alimentos (SINDHI et al., 2013).

Os antioxidantes sintéticos sdo aqueles que ndo ocorrem na natureza, mas Sao
sintetizados quimicamente adicionados aos produtos alimenticios como conservantes para
ajudar a prevenir a oxidagdo lipidica (DEL RE; JORGE, 2012), e os mais utilizados pela
industria para preservar os alimentos sdao: BHA (hidroxianisol butilado, BHT (hidroxitolueno
butilado), PG (galato de propil), TBHQ (butilhidroquinona terciario) (SINDHI et al., 2013). Os
antioxidantes sintéticos possuem um anel fendlico, e agem por meio da doacao de um préton a
um radical livre, interrompendo 0 mecanismo de oxidacgéo e diferem entre si pelas substituicoes

nesse anel (Figura 4).



35

OH ?H
oy, @O N
P (J
|
OCH, CH,
BHA BHT
OH OH
HO. i OH C(CH.),
COOC.H, OH
PG TBHQ

FIGURA 4. - Estrutura fendlica dos antioxidantes sintéticos BHA, BHT, PG e TBHQ
Fonte: RAMALHO; JORGE (2006).

No Brasil, as concentracdes maximas permitidas para serem adicionadas em 6leos e
gorduras sdo de 100 mg/kg para BHT e o PG, e 200 mg/kg para 0 BHA e o TBHQ (BRASIL,
1988), e de 200 mg/kg (sobre o teor lipidico) de BHA, BHT, PG e TBHQ em margarinas
(BRASIL, 2005). No entanto, apesar de serem muito efetivos e estaveis, os antioxidantes
sintéticos apresentam o uso restrito em alguns paises desenvolvidos devido a possibilidade de
causarem efeitos indesejaveis em enzimas de varios 6rgaos, como inflamagdes e formacédo de
tumores (CUTRIM et al., 2019).

Assim, com a restricdo por parte dos paises desenvolvidos a adi¢do de antioxidantes
sintéticos em alimentos e ragdes, principalmente diante da comprovacéo de efeitos maléficos
causados por esses principais antioxidantes (SOARES et al., 2012) iniciou-se o grande interesse
em encontrar novos antioxidantes que sejam seguros e provenientes de fontes naturais
(SANTOS et al., 2014).
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Antioxidantes naturais sdo aqueles encontrados em frutas, verduras, grdos, 6leos e
legumes e carne (NEVES et al., 2014). Naturalmente os antioxidantes podem ser encontrados
em todas as partes da planta, como frutas, semente de nozes, folhas, raizes e cascas (KEBEDE;
ADMASSU, 2019). Os principais antioxidantes da dieta s&o: flavonoides, acidos fenodlicos,
antocianinas, taninos hidrolisaveis, lignanas, cumarinas, estibenos, além do &cido ascérbico,
tocoferdis e carotenoides (GUPTA; DUBEY; KUMAR, 2016). Estes compostos,
individualmente ou em sinergismo, agem por diferentes mecanismos para conferir um sistema
de defesa efetivo contra o ataque dos radicais livres (OLIVEIRA et al., 2014).

Os compostos fendlicos presentes nos antioxidantes naturais sdo responsaveis pela acao
antioxidante em alimentos, e por apresentarem grande quantidade de propriedades fisioldgicas,
tais como acdo antialergénica, antiarteriogénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana,
antitrombdtica, cardioprotetiva, vasodilatadora, emagrecedora e antidepressiva (SANTOS et
al., 2015). Os antioxidantes naturais agem assim como 0s sintéticos no sequestro dos radicais
livres presentes nas células (OLIVEIRA et al., 2014).

Portanto, existem diversas fontes de antioxidantes que podem ser apresentadas como
fontes naturais. Essas fontes podem ser incorporadas diretamente na dieta dos ruminantes, como
consequéncia, esses antioxidantes seriam transferidos para o leite e seus derivados (BICHI et
al., 2013). Antioxidantes como o0s encontrados na erva-mate e na soja podem ter papel de
destagque na preservacdo dos AGPI, no intuito de reduzir a oxidacdo do leite (SANTOS et al.,
2019).

2.11 Erva-mate (llex paraguariensis)

A llex paraguariensis St. Hil. Var. paraguariensis € uma planta que pertence a familia
Aquifoliaceae, conhecida popularmente como erva-mate é uma espécie nativa da América do
Sul, cultivada principalmente no Brasil, Paraguai e Argentina (SALEM; OLIVEIRA, 2017). O
Estado do Parana é o maior produtor de erva-mate no Brasil com producdo, em torno de 87%
da produco total do pais, seguido por Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul
que completam a lista de produtores (IBGE, 2018b). A producédo é destinada ao consumo de
“chimarrdao”, “tereré” ¢ chas entre outros usos (CHAVES, 2014). De acordo com Santos et al.
(2014), a erva-mate pode ser utilizada em insumos de alimentos como corante natural e
conservante de alimentos em sorvetes, balas, bombons, caramelos, chicletes e gomas, além

disso, Braghini et al. (2014) relatam as varias propriedades consideradas importantes do ponto
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de vista farmacoldgico e medicinal, dentre as quais se destacam - se a a¢do anti-inflamatoria,
antioxidante, antirreumatica, anticarcinogénica, antimutagénica, estimulantes, diurética e
terapéutica

O interesse nessa planta é principalmente pelos compostos quimicos presentes na erva-
mate, incluindo minerais e vitaminas hidrossollveis, além de vérios fitoquimicos,
particularmente os polifendis (&cidos fendlicos e flavonoides), alcaldides (metilxantinas,
incluindo cafeina, teobromina e teofilina) e terpenos (carotenoides e saponinas) (SALEM;
OLIVEIRA, 2017). Estudos tém demonstrado que o consumo de extratos de erva-mate pode
oferecer protecdo contra os danos causados pelos radicais livres, e essa atividade antioxidante
¢ atribuida principalmente aos polifenois (PO et al., 2012; BRACESCO et al., 2011; COLPO
etal., 2016; SANTOS et al., 2019).

O extrato de erva-mate é muito rico em polifendis, com niveis mais altos que os do cha
verde e dos vinhos (HEEMANN et al., 2019). O &cido clorogénico, que é um captador de metal
radical livre, pode interferir com a expresséo génica de enzimas antioxidantes (COLPO et al.,
2016), e no metabolismo de glicose (CUELHO et al., 2015).

De acordo com Petit et al. (2008) é possivel a transferéncia de antioxidantes das dietas
para o leite. E essa transferéncia vai depender da concentragédo destes fatores antioxidantes nos
alimentos fornecidos (SANTOS et al., 2017). Celi; Raadsma, (2010) investigaram a ingestdo
de erva-mate seca peletizada na suplementacédo para vacas leiteiras, com 250 g/dia, por animal
e observaram que ndo houve nenhuma alteracdo no perfil oxidativo dos animais. Os autores
determinaram que o consumo de pellets néo foi o suficiente para induzir uma diferenca no perfil
oxidativo de vacas leiteiras, apesar de ser capaz de aumentar a producdo de leite. Outra
aplicacdo para uso do extrato de erva-mate foi demonstrada em estudos realizados por Santos
et al. (2019) ao investigarem a reducdo da oxidacao do leite enriquecido com AGPI, utilizando
a associacdo da vitamina E com erva-mate na suplementagéo para vacas leiteiras. Os autores
determinaram que ndo houve interagdo na associagéo entre vitamina E com a erva-mate para os
antioxidantes do leite (polifendis, poder redutor, dienos conjugados e TBARS), porém, o poder
redutor no leite aumentou quando as vacas foram suplementadas apenas com erva-mate.

Po et al. (2012) avaliaram a utilizacdo da erva-mate na dieta de cordeiros e observaram
que a adicdo de 2,5% de erva-mate na suplementacdo causou um efeito significativo da
interacdo tempo de amostragem versus dieta nas concentracdes plasmaticas de AOPP (produtos
de proteinas de oxidacdo avancada). Os cordeiros suplementados com erva-mate apresentam

niveis mais altos de AOPP do que cordeiros do grupo controle em 4 e 5 semanas. Niveis mais
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altos de AOPP indicam inflamacéo e estresse oxidativo, isso se deve ao alto nivel de ingestdo
de racdo, que esta associado negativamente a capacidade tampéo do rimen e pode causar. Neste
estudo, a suplementacdo com erva-mate ndo teve impacto na capacidade antioxidante total.
Diversos estudos tém revelado que a erva-mate apresenta nutrientes e compostos
funcionais importantes para a satde do ser humano (RIACHI; DE MARIA, 2017; FRIZON et
al., 2018; SARAIVA et al., 2019). Poréem, pesquisas que demonstrem a eficiéncia e
consequentemente, a transferéncia destes compostos para o leite de ovelhas lactantes
alimentadas com erva-mate ainda sdo incipientes. Esses estudos podem levar ao
desenvolvimento de novas estratégias alimentares que podem explorar os efeitos benéficos

funcional como o da erva-mate (Po et al., 2012).

2.12 Fatores antinutricionais da erva-mate (tanino)

Além dos efeitos benéficos associados a utilizacdo da erva-mate, também ha relatos
sobre seus efeitos antinutricionais (GAWRON-GZELLA; CHANAJ-KACZMAREK;
CIELECKA-PIONTEK, 2021). Assim o termo “fator antinutricional” tem sido usado para
descrever compostos ou classes de compostos presentes numa extensa variedade de alimentos
de origem vegetal, que, quando consumidos, reduzem seu valor nutritivo, interferindo em sua
digestibilidade, absorc¢do ou utilizacdo de nutrientes (BENEVIDES et al., 2011).

As folhas da erva-mate contém varios compostos polifendlicos, principalmente acidos
fendlicos (GAWRON-GZELLA; CHANAJ-KACZMAREK; CIELECKA-PIONTEK, 2021),
entre 0os compostos fendlicos, os taninos sdo considerados como antinutrientes por causa do
efeito adverso na digestibilidade da proteina, carboidratos e minerais; bem como diminuir a
atividade de enzimas digestivas e a palatabilidade (BENEVIDES et al., 2011).

Os taninos sdo metabolitos secundarios presentes em plantas e, geralmente, divididos
em dois tipos: hidrolisaveis e condensados (BENEVIDES et al., 2011). Os taninos hidrolisaveis
(TH) possuem ligacdes simples que sdo facilmente quebradas na presenca de agua, e quando
quebrados liberam &cido galico ou elagico. Por sua vez, os taninos condensados (TC) sdo
polimeros que ndo sdo facilmente quebrados por hidrolise consequentemente ndo sao
absorvidos facilmente pelo trato gastrointestinal, sendo responsaveis por determinadas

caracteristicas como adstringéncia e precipitacdo de proteinas (NAUMANN et al., 2017).
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Para ruminantes acredita-se que os TH sejam toxicos. Doce et al. (2013) comprovam
isso alimentando touros com folhas de Quercus pyrenaica, um género conhecido por ser rico
em TH, e observaram uma acentuada inibicdo da digestdo e sintomas de toxicidade aguda,
principalmente quando ha condigdes de restricdo alimentar e desnutrigdo. Isso pode estar
relacionado aos TH terem efeitos hepatotoxicos e nefrotdxicos em alguns animais
(NAUMANN et al., 2017).

Ja os TC tem sido relacionados a diminuicdo da palatabilidade da dieta, a reducéo da
digestibilidade de nutrientes (proteinas, carboidratos e gorduras) e eficiéncia alimentar
(NAUMANN et al., 2017). Lobo et al. (2020) confirmam isso ao estudarem a incluséo de
extrato de erva-mate na dieta de cordeiros, e observaram reducdo no consumo de matéria seca
e, consequentemente, reducdo no desempenho geral dos cordeiros, quando estes foram
alimentos com niveis elevados de extrato de erva-mate. Isso deve se ao fato de a erva-mate ter
sabor amargo e, consequentemente, influenciar a palatabilidade da dieta e a producdo animal
se incluida em niveis elevados (Lobo et al., 2020).

Assim, a ingestdo da erva-mate estd, pelo menos inicialmente, relacionada a
palatabilidade (Lobo et al., 2020). E possivel que a ingestdo possa ser diminuida em
concentrages inferiores a 5% de MS quando os TC sdo mais eficazes na ligagdo as proteinas e
em concentracdes superiores a 5% de MS os TC sdo menos eficazes. Dessa forma, dependendo
da concentracao de taninos ingeridos e da espécie animal, os taninos podem serem considerados
benéficos ou maléficos (NAUMANN et al., 2017).

J& em humanos o consumo de erva-mate muito acima da média tem sido relacionado a
distdrbios gastrointestinais, como também ao aumento da frequéncia cardiaca de forma
irregular, pressao arterial, diurese, agitacdo psicomotora, ansiedade e insénia (GAWRON-
GZELLA; CHANAJ-KACZMAREK; CIELECKA-PIONTEK, 2021). Além disso, 0 consumo
desta bebida também tem sido estatisticamente associado ao aumento da incidéncia de cancer,
principalmente de eséfago, mas também de cavidade oral, faringe e laringe, e até mesmo dos
pulmdes, estbmago, colon, reto, rins e bexiga (BRACESCO et al., 2011).

A maneira tradicional de fazer a bebida envolve derramar dgua sobre as mesmas folhas
varias vezes e beber todas as por¢des resultantes da bebida. Estudos afirmam que esse consumo
aumenta o risco de doencas devido a ingestdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAPs) tdéxicos (VIEIRA et al., 2010). Os HPAs podem se acumular na erva-mate como
resultado da contaminacéo do solo e da atmosfera, bem como resultado de sua liberacdo durante

a torrefacdo da matéria-prima em temperaturas elevadas (VIEIRA et al., 2010).
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Neste sentido, a avaliacdo destes metabdlitos pode ser Gtil para monitoramento dos
efeitos antinutricionais associados ao consumo da erva-mate. Portanto, alterar o processo de
fabricacdo da erva-mate torna-se necessario, uma vez que as tecnologias pés-colheita precisam
ser aprimoradas, em especial o processo de secagem que precisa ser otimizado para eliminar
completamente os contaminantes. Além disso, é preciso ter um bom controle de qualidade,
incluindo testes analiticos (BRACESCO et al., 2011).

2.13 Parametros sanguineos

A constituicdo bioquimica do plasma sanguineo retrata de modo seguro a situacdo
metabdlica dos animais, possibilitando avaliar sua adaptagdo diante de desafios nutricionais e
fisioldgicos, assim como diagnosticar desequilibrios metabdlicos de origem nutricional, que
podem desencadear baixa produtividade (BORBUREMA et al., 2012). A concentracdo
sanguinea de um metabolito revela o volume de reserva livre do mesmo, assim como o efeito
do aporte nutricional das dietas. Tais valores permanecem dentro de determinados limites de
variacdo, considerados como valores de referéncia (ADEYEMI et al., 2016).

O perfil metabolico protéico pode ser compreendido como a determinacdo das
concentragdes séricas de proteinas totais (PT), albumina (Alb), globulinas (Glob), hemoglobina
e ureia, ja 0 metabolismo energético é representado pela concentracdo de glicose, B-
hidroxibutirato (BHB), colesterol e &cidos graxos livres (AGL); enquanto o metabolismo
mineral € caracterizado pelos niveis de célcio (Ca), fosforo (P), potassio (K) e magnésio (Mg),
entre outros. Também pode ser incluida a determinacdo da concentracdo de algumas enzimas,
como a aspartato aminotransferase (AST) e a gama-glutamiltransferase (GGT), que permitem
avaliar o funcionamento hepatico e muscular (BORBUREMA et al., 2012).

Sabe-se que os niveis dos metabdlitos sofrem variagdes conforme diversos fatores, entre
eles a idade e estado fisiologico, o que torna a interpretacdo dos valores obtidos em um perfil
metabdlico complexo (PEIXOTO; OSORIO, 2007). Assim, a avaliagdo metabolica de animais
submetidos a diferentes dietas alimentares se torna importante, possibilitando determinar a
viabilidade dessas dietas em relacdo as possiveis alteracGes nas principais vias metabdlicas,
relacionadas com energia, proteinas e minerais, bem como a funcionalidade de 6rgaos vitais
(PELIZZA et al., 2019).

Dessa forma, concentracdo de lipideos presente na dieta de ruminantes a base de

forrageiras normalmente é baixa, cerca de 1 a 5%, presentes na forma de ésteres de glicerol.
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Niveis mais altos podem ser obtidos pela adicdo de gordura, sementes e/ou residuos vegetais
ricos em gordura (ADEYEMI et al.,, 2016). O colesterol é fundamental para a funcéo
metabolica, pois é precursor de hormonios esterdides, sais biliares e vitamina D, além de ter
grande importancia para o0 metabolismo do calcio e do fésforo (KANEKO et al., 2008).

Cerca de 2/3 do colesterol se encontra esterificado com acidos graxos, armazenados nos
tecidos em forma de ésteres de colesterol. Como é insolGvel em agua e sangue, para circular na
corrente sanguinea se liga a lipoproteinas (HDL, LDL e VLDL) (KANEKO et al., 2008). Cada
uma dessas lipoproteinas transporta o colesterol em diferentes sentidos. A LDL transporta o
metabdlito do figado até as células de varios outros tecidos, enquanto a HDL transporta o
excesso de colesterol dos tecidos de volta pra o figado, para ser utilizado na sintese dos sais
biliares. A VLDL transporta triglicerideos do figado para o tecido adiposo (SANTOS et al.,
2015).

Os &cidos graxos em excesso na dieta sdo convertidos em triacilgliceréis no figado e
transportados por meio das VLDL e LDL. Os triglicerideos das VLDL sédo hidrolisados pela
lipase lipoprotéica e liberam os AG para o musculo e tecido adiposo. Os triglicerideos das
VLDL séo hidrolisados pela lipase lipoprotéica e liberam os AG para o musculo e tecido
adiposo. Uma parte das VLDL origina as LDL, compostas principalmente de colesterol, que
permanecem por longo tempo no plasma e sdo transportadas para tecidos periféricos e
removidas pelo figado através de certos receptores. A expressao desses receptores é a principal
responsavel pelo nivel de colesterol no sangue (FEINGOLD; GRUNFELD, 2020).

Por conseguinte, o balanco energético da dieta pode refletir nas concentragcdes séricas
de HDL e LDL, sendo que altos niveis ocorrem quando ha maior consumo de acidos graxos de
racdes contendo fontes de gordura (GRESSLER et al., 2015). Scarpino et al. (2014) observaram
maiores concentracdes sanguineas de colesterol e das enzimas aspartato aminotransferase
(AST) e fosfatase alcalina (FAL) para ovelhas confinadas alimentadas com ragbes que
continham duas fontes lipidicas (6leo de soja e 0leo de soja residual). Antunovic¢ et al. (2019)
ao avaliarem o efeito da substituicéo parcial do farelo de soja por grdos de ervilha e torta de
girassol em dietas de ovelhas constataram que a substituicdo parcial do farelo de soja por torta
de girassol reduziu a concentragcdo sanguinea de proteinas totais, globulina e atividades das
enzimas aspartato aminotransferase (AST) e gama glutamil transferase (GGT) e aumentou o f3-
hidroxibutirato.

A unido da suplementacdo lipidica aliada a capacidade antioxidante da erva-mate na

dieta de ovelhas lactantes, indica possiveis efeitos positivos que incentivam novos estudos de
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estratégias alimentares para melhorar a estabilidade oxidativa do leite enriquecido com &cidos
graxos insaturados. A alimentacdo com oleaginosas ricas em acidos graxos poli-insaturados,
como a soja pode aumentar a proporcdo toal de acidos graxos insaturados no leite de ovinos.
No entanto, o leite rico em &cidos graxos insaturados é propenso a lipoperoxidacdo ou
peroxidagdo lipidica (ZEOLA et al., 2015). A erva-mate por ser rica em polifen6is com
propriedades antioxidantes incluida na suplementacdo animal pode melhorar a atividade
antioxidante no leite, diminuindo assim oxidacdo lipidica (SANTOS et al., 2019). Assim,
levantamos a hipotese de que a associacao de soja grao e erva-mate poderia diminuir a oxidacdo
dos &cidos graxos insaturados e fornecer aos consumidores produtos lacteos com melhores

beneficios & salde.
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3. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da erva-mate, soja em gréo e suas interacdes na ingestao, metabolismo
sanguineo, desempenho, producdo, composicdo fisico-quimica, perfil lipidico, atividade
antioxidante e status oxidativo do leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais.

Avaliar os diferentes métodos de extracdo para lipidios totais e o efeito destas
metodologias sobre a composi¢do quantitativa de acidos graxos (por meio de fatores de resposta
do detector de ionizacao de chama e padrdes internos) em leite de ovelhas lactantes criadas em

pastagens tropicais.
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| - Erva-mate (llex paraguariensis) como fonte de antioxidantes com soja em gréo na

suplementacao de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais

RESUMO

A hipotese testada é que a associacdo de soja em gréo e erva-mate como fonte antioxidante
pode aumentar a concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) com menor oxidacao
do leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais. Dezesseis ovelhas foram
distribuidas aleatoriamente em um esquema fatorial 2x2 (com ou sem soja em gréo a 210 g / kg
de matéria seca (MS); com ou sem erva-mate a 110 g / kg de MS) e forneceram quatro dietas
diferentes: controle (sem soja em gréo e erva-mate); soja em grdo (210 g / kg de MS); erva-
mate (110 g / kg de MS) e uma combinacao de soja (210 g / kg de MS) e erva-mate (110 g / kg
de MS). A ingestdo de erva-mate reduziu o consumo de MS, e as concentragdes de extrato
etéreo (EE), proteina, lactose, extrato seco desengordurado, densidade, concentragdes de 6mega
- 3 e a razdo entre acidos graxos (AG) saturados/monoinsaturados, mas aumentou a
concentracdo de AG monoinsaturados e o poder sequestrante dos radicais livres por DPPH sem
alterar as concentracdes dos dienos conjugados e as concentragdes de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico no leite. A suplementacdo com soja em gréo diminuiu o peso ao nascer dos
cordeiros, e aumentou as concentracdes do acido linoléico conjugado (CLA), PUFA, 6mega -
6, a razdo 6mega - 6/6mega - 3 e do colesterol total sanguineo. A adicdo de erva-mate nao
influenciou no perfil oxidativo do leite. A suplementacdo com soja em grdo melhorou o perfil
de AG do leite, aumentando as concentracdes de CLA e de PUFA. A associagéo de soja gréo e
erva-mate ajuda a melhorar a qualidade da gordura do leite de ovelhas criadas em pastagens

tropicais, embora ndo ajude a prevenir a oxidacao do leite rico em PUFA.

Palavras - chave: aditivo natural; composic¢éo fisico-quimica; compostos fendlicos; lactacao
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Yerba mate (llex paraguariensis) as a source of antioxidants with soybean grain in

supplementation of lactating ewes reared in tropical pastures

ABSTRACT

The hypothesis tested is that the association of soybean beans and yerba mate as an antioxidant
source can increase the concentration of polyunsaturated fatty acids (PUFA) with less oxidation
of milk from lactating ewes reared in tropical pastures. Sixteen ewes were randomly distributed
in a 2x2 factorial scheme (with or without soybean beans at 210 g / kg of dry matter (DM); with
or without yerba mate at 110 g / kg of DM) and provided four different diets: control (without
soybeans in grain and yerba mate); soybean in grain (210 g / kg DM); mate (110 g / kg DM)
and a combination of soybeans (210 g / kg DM) and mate (110 g / kg DM). The ingestion of
mate has reduced the consumption of DM, and the concentrations of ether extract (EE), protein,
lactose, degreased dry extract, density, omega - 3 concentrations and the ratio of
saturated/monounsaturated fatty acids (FA), but increased the concentration of
monounsaturated FA and the sequestering power of free radicals by DPPH without altering the
concentrations of conjugated dienes and the concentrations of substances reactive to
thiobarbituric acid in milk. Supplementation with soybean grain decreased the lambs' birth
weight, and increased the concentrations of conjugated linoleic acid (CLA), PUFA, omega - 6,
the omega ratio - 6/omega - 3, and total blood cholesterol. The addition of yerba mate did not
influence the oxidative profile of milk. Supplementation with soybean grain improved the milk
FA profile, increasing CLA and PUFA concentrations. The association of soybean grain and
yerba mate helps to improve the fat quality of milk from sheep reared in tropical pastures,

although it does not help prevent the oxidation of PUFA-rich milk.

Keywords: lactation, natural additive; phenolic compounds; physical-chemical composition
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1. INTRODUCAO

O aumento da divulgacéo e acesso a informacdes sobre o papel da alimentacao na satde
tem despertado grande interesse da populacdo, nos cuidados com uma alimentagdo mais
saudavel (SARAIVA et al., 2019). Em relacdo aos produtos advindos de ruminantes, esses
requisitos tém sido atendidos com a modificagdo do perfil lipidico da gordura do leite, por meio
da adicdo de fontes ricas em acidos graxos poli-insaturados (AGPI), como a soja em grédo
(SANTOS et al., 2019). A soja é rica em acido linoléico, sua adi¢do na dieta de ruminantes é
uma forma de elevar a propor¢do de &cidos graxos considerados saudaveis, como o &cido
linoléico conjugado (CLA), e resultar em um tipo de leite com maior valor nutritivo e de valor
terapéutico (PRABAKARAN et al., 2018).

O uso de lipidios na dieta animal, em quantidade elevada, acima de 7% da matéria seca,
pode ter efeitos deletérios na fermentacdo, principalmente em bactérias fibroliticas. Além disso,
fontes de lipidios com altos niveis de AGPI podem ser mais vulneraveis a reacdo de oxidacao
(SANTOS et al., 2019) e, portanto, a perda parcial de suas propriedades. Uma solucgéo para este
problema pode ser o fornecimento de compostos antioxidantes naturais aos ruminantes pela
alimentacdo, uma vez que podem ser transferidos ao leite. (SANTOS et al., 2017). Assim, 0
uso de antioxidantes naturais minimiza a preocupagéo dos consumidores acerca da seguranca e
toxicidade de aditivos alimentares (SARAIVA et al., 2019).

Neste sentido, a llex paraguariensis estd entre 0s antioxidantes naturais ja estudados
que podem ser usados como aditivo alimentar natural (MAZUR et al., 2019; SANTOS et al.,
2019; SARAIVA et al., 2019). Ela é uma planta nativa da América do Sul; como Argentina,
Brasil, Uruguai e Paraguai (MAZUR et al., 2019). Sendo conhecida como erva-mate (EM), e
comumente vendida em folhas secas e trituradas para consumo em infusdo quente ou fria
(chimarr&o ou tereré, respectivamente) (BRACESCO et al., 2011).

Os compostos fenodlicos presentes na EM séo especialmente os acidos clorogénicos,
flavondides e saponinas, que em associagdo com as metilxantinas sdo responsaveis pela alta
capacidade antioxidante da EM (SARAIVA et al., 2019). Além do antioxidante, o 4cido
clorogénico e seus derivados tém uma acgdo hipocolesterolémica, hepatoprotetiva,
hipoglicémica (MAZUR et al., 2019). Além disso, a erva-mate é um potente inibidor do estresse
oxidativo (BARBATO et al., 2019).

Os estudos em animais usando erva-mate sdo muito limitados e alguns relataram

resultados positivos. Foi relatado que a suplementacdo com erva-mate aumentou o0 consumo de
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racdo e dos sélidos do leite em ovelhas (PO et al., 2012) e sustentou a producéo de leite em
vacas em lactacdo (CELI; RAADSMA, 2010), enquanto sua administracdo em vacas leiteiras
foi observado aumento do poder redutor do leite (SANTOS et al., 2017). No entanto, o efeito
da associacgdo entre soja em gréao e erva-mate na dieta de ovelhas criadas em pastagens tropicais
durante o periodo de lactagdo ainda € incipiente, e necessita de estudos adicionais.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da erva-mate, soja em gréo e
suas interacdes na ingestdo, metabolismo sanguineo, desempenho, producdo, composi¢do
fisico-quimica, perfil lipidico, atividade antioxidante e status oxidativo do leite de ovelhas
lactantes criadas em pastagens tropicais. A hipo6tese é que a suplementacdo com soja em gréo
aumenta a concentracdo dos AGPI, e a erva-mate a capacidade antioxidante e,
conseqlientemente, diminui a oxidacéo do leite, e a associacdo entre soja em gréo e a erva-mate

aumenta a concentragdo de AGPI no leite em conjunto com menor oxidag&o.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Design experimental e animais

Esta pesquisa foi desenvolvida no Setor de Ovinocultura da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, na Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FAMEZ; 20°26°34,31°°S; 54°50°27,86°°0; 530,7 m de altitude), situada no municipio de
Terenos/MS. O experimento foi realizado de acordo com as diretrizes da Comissao de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Protocolo nimero
1.119/2019).

O experimento foi realizado durante a fase de lactacdo (60 dias), sendo que foram
utilizados 14 dias antes do parto para a adaptacdo dos animais ao manejo alimentar, utilizando-
se dezesseis ovelhas F1 Texel (7 ovelhas com parto gemelar e 9 com parto simples), em média
trés anos de idade, com escore corporal médio 3 (escala 1 a5) (RUSSEL et al., 1969), com peso
pos-parto médio de 64,36 + 6,54 Kg.

As dietas foram isoprotéicas e planejadas de acordo com um arranjo fatorial 2 x 2 (com
Ou sem soja em grdo; com ou sem erva-mate): (1) dieta controle (sem adi¢do de erva-mate e
soja em grao); (2) concentrado com adi¢édo de soja em grédo (210 g / kg de matéria seca - MS);
(3) concentrado com adicdo de erva-mate (110 g / kg de MS); (4) concentrado com adigéo da

combinacgéo entre soja em grdo (210 g / kg de MS) e erva-mate (110 g / kg de MS). As doses
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experimentais de soja em gréo e erva-mate foram definidas com base em estudos anteriores
(SANTOS et al., 2017; SANTOS et al., 2019; ZEOULA et al., 2019; respectivamente) onde
esses ingredientes foram usados.

Para garantir o consumo da soja em gréo e da erva-mate, antes do consumo da ragéo 0s
ingredientes foram pesados e misturados ao concentrado diariamente. A erva-mate utilizada foi
in natura do tipo crioula (com 70% de folhas secas e 30% de galhos, moidos) e apresentou a
seguinte composicdo quimica média: 843,6 g / kg de MS; 114,2 g / kg de proteina bruta (PB);
18,2 g / kg de extrato etéreo (EE) e, 594,4 g / kg de fibra detergente neutro (FDN). O perfil
polifendlico da erva-mate consistiu em 116,8 mg/g equivalente de &cido galico e uma atividade
antioxidante total pela captura do radical livre (DPPH) de 945,40 mg/mL.

As matrizes, acompanhadas dos seus respectivos cordeiros, foram mantidas em piquetes
de pastagens de Brachiaria brizantha cv. Marandu, em uma area de 1,92 ha, divididos em
quatro piquetes com livre acesso a agua, onde receberam os concentrados experimentais em
cochos individuais, uma vez ao dia, logo apds segunda ordenha da manha (10:00h). As dietas
foram formuladas conforme recomendacdes do NRC (2007), de modo que estas pudessem
atender as exigéncias nutricionais totais de ovelhas acima de 60 kg em fase de lactacdo. Os

ingredientes e a composi¢do quimica das dietas sdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1 - Ingredientes e composicdo quimica das dietas com adi¢cdo de erva-mate e com

suplementacdo de soja em grdo

Tratamentos

Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Ingredientes (g kg de MS) Sem Soja Com Soja Sem Soja Com Soja
Farelo de soja 138,00 - 119,00 -
Erva-mate - - 110,00 110,00
Milho moido 812,00 740,00 721,00 630,00
Soja em gréo - 210,00 - 210,00
Mistura mineral® 50,00 50,00 50,00 50,00
Nutrientes (base na MS)
Matéria seca (g/kg™ MS) 880,40 863,00 886,60 896,80
Matéria Organica (g/kg* MS) 948,40 935,90 932,80 933,50

Matéria Mineral (g/kg* MS)? 51,60 64,10 67,20 66,50
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Proteina bruta (g/kg™* MS) 147,20 146,90 147,00 148,00
Extrato etéreo (g/kg™* MS) 31,50 50,40 22,70 78,40
Fibra em detergente neutro? (g/kg™ MS) 265,20 257,30 269,20 263,70
Acidos graxos (g/kg™ MS)

16:0 11,82 11,01 13,14 10,70
18:0 2,45 3,40 3,30 3,37
cis9-18:1 25,13 28,85 26,92 24,19
cis6 18:2 29,23 33,82 19,06 39,22
cis3-18:3 1,10 1,87 0,70 2,90

1 Composicdo média (por kg do produto): Ca 150 g; P 90 g; S 50 g; Na 72 g; F 900mg; Zn 1.800
mg; Cu 250 mg; Mn 600 mg; | 28 mg; Co 20 mg; Se 9 mg.

As matrizes foram pesadas a cada sete dias no mesmo dia em que eram realizadas as
coletas de leite, concomitantemente, foram feitos os ajustes nos célculos da oferta de alimento,
para manter o fornecimento da suplementacdo de 2% do peso corporal das matrizes.

Durante o periodo experimental, a ingestdo foi medida diariamente pesando a ragédo
determinada e conforme recusa. Sendo que as amostras das dietas (oferecido e sobras) e da
pastagem foram determinadas de acordo com a metodologia AOAC (2016) para matéria seca
(método 930, 15), extrato etéreo (método 920, 39), proteina bruta (método 976, 05) e fibra em
detergente neutro de acordo com Van Soest et al. (1991) adaptada para utilizacdo num aparelho
Ankom® 200 Fiber Analyzer (Ankom Technology Corp., Fairport, NY, USA) usando a-
amilase e sulfito de sddio. A qualidade nutricional da pastagem utilizada durante o experimento

encontra - se na Tabela 2.
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Tratamentos
Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Sem Soja Com Soja Sem Soja Com Soja
Junho Julho  Agosto Junho Julho  Agosto Junho  Julho Agosto  Junho Julho Agosto CV (%)
Colmo + bainha
MS (g/kg) 351,80 332,20 346,50 337,50 330,60 337,80 339,60 344,00 34520 347,70 348,30 330,90 2,05
PB (g/kg MS) 20,90 24,60 18,90 17,70 24,50 26,00 20,60 26,90 23,60 20,70 21,80 15,50 3,30
EE (g/kg MS) 8,90 8,90 7,80 8,80 7,10 8,40 9,10 8,50 7,80 9,00 8,20 9,20 7,26
FDN (g/kg MS) 764,60 741,80 701,10 772,10 783,90 759,50 661,50 708,40 793,10 707,40 792,30 790,30 5,59
FDA (g/kg MS) 425,80 512,90 484,10 431,80 483,20 513,60 440,80 48520 598,40 394,40 447,90 594,40 12,54
NDT (g/kg MS) 523,10 532,50 549,30 520,00 515,20 525,20 565,60 546,30 511,40 546,70 511,70 512,50 3,25
Tratamentos
Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Sem Soja Com Soja Sem Soja Com Soja
Junho Julho  Agosto Junho Julho  Agosto Junho  Julho Agosto  Junho Julho Agosto
Lamina foliar
MS (g/kg) 324,40 353,60 321,30 303,10 348,90 340,10 326,80 330,50 321,40 320,90 335,80 318,70 4,08
PB (g/kg MS) 59,10 60,60 51,90 49,40 52,00 55,50 54,90 62,00 57,70 48,40 52,70 56,50 7,52
EE (g/kg MS) 22,20 22,60 22,90 19,90 21,30 18,40 21,30 23,20 21,30 21,90 22,70 22,60 6,13
FDN (g/kg MS) 674,00 692,50 682,90 702,90 776,40 685,60 65850 63550 696,80 677,30 711,30 696,80 4,69
FDA (g/kg MS) 369,20 394,90 428,70 389,20 447,90 382,00 411,90 390,40 390,70 383,10 382,70 386,00 5,39
NDT? (g/kg MS) 560,40 552,80 556,80 548,50 518,30 555,60 566,80 576,30 551,00 559,10 545,10 551,00 2,41

MS= Matéria seca; PB= Proteina bruta, EE= Estrato etéreo, FDN= Fibra em detergente neutro; FDA= Fibra em detergente acido; NDT=
Nitrogénio digestivel total; CV= Coeficiente de variacéo.
Yvalor estimado pela equacdo de CAPELLE et al. (2001): NDT = 83,79-0,4117*FDN (r? = 0,82; P<0,01).
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Para avaliar o efeito da suplementacdo das matrizes F1 Texel sobre o desempenho dos
cordeiros, calculou-se 0 ganho meédio diario (GMD), em gramas, por diferenca entre o peso
final (PF) e o peso inicial (PI), dividido pelo numero de dias experimentais (60 dias)
(HEIMBACH et al., 2019).

2.2. Manejo das ovelhas para obtencéo do leite

Semanalmente as ovelhas foram ordenhadas do sétimo ao 60° dia pds-parto, utilizando-
se 0 método de coleta direta (BENSON et al., 1999), durante oito semanas de lactacdo. Durante
0 periodo da manha as 05:30 h, os cordeiros eram separados de suas maes, as quais eram
destinadas a primeira ordenha apds administracdo de 1 mL de ocitocina (10 Ul) via
intramuscular, com o objetivo de esvaziamento do Ubere, sendo o leite neste momento
descartado. Depois da primeira ordenha as ovelhas continuavam separadas dos cordeiros por
um periodo de 3 horas (05:30 h a 8:30 h), em que existia apenas o contato visual entre as ovelhas
e seus cordeiros, ao final desse periodo as ovelhas recebiam uma nova dose de ocitocina e eram
prontamente ordenhadas. O leite obtido na segunda ordenha era mensurado para determinacédo
da producdo de leite em trés horas, que é extrapolada para uma producao em 24 horas (producao
diaria), sendo considerada por semana de lactacdo (SUSIN et al., 1995).

Foram realizados calculos de producdo de leite corrigido para gordura (6,5%) e
producdo de leite corrigida para gordura (6,5%) e proteina (5,8%). Foram utilizadas as seguintes
equacOes (PULINA; NUDDA, 2004):

LCG (6,5%) = (0,37 + 0,097 x (%gordura)) x kg leite

LCGP (6,5% e 5,8%) = (0,25 + 0,085 x (% gordura) + 0,035 x (% proteina)) x kg leite

Sendo, LCG=Leite corrigido para gordura (1020 kcal/kg)

LCGP = Leite corrigido para gordura e proteina (1047 kcal/kg)

A cada sete dias, durante a ordenha, foram coletadas duas aliquotas de 50 mL de leite
gue eram acondicionadas em frascos de polietileno. Uma aliquota foi armazenada em frascos
contendo bronopol-B2 a 4 °C para avalia¢cdo da composicao e qualidade do leite. Sendo que as
concentracdes de proteinas, gorduras, lactose no leite foram determinadas por espectroscopia
no infravermelho (Bentley model 2000; Bentley Instrument Inc., Chaska, MN, USA), seguindo
procedimento 972,16 (SANTOS et al., 2017). A segunda aliquota foi coletada sem conservantes

e congelada a -20 °C para determinar o perfil de acidos graxos e antioxidantes.
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2.3. Coleta e andlise quimica do sangue

Foram coletadas amostras de sangue, no momento da ordenha e antes da alimentacéo,
da seguinte forma: 12 semana de lactagdo, 14 dias ap0s a adaptacao a dieta alimentar; 42 semana
de lactacdo, 30 dias ap6s; 8 semana, término da lactacdo, por meio da puncéo da veia jugular,
com auxilio de vacuntainer em tudo de ensaio com capacidade de 10 mL. Apoés as coletas, as
amostras de sangue foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm durante 15 min, para a
separacdo do plasma. O plasma obtido foi transferido para eppendorf e imediatamente
congelados -20 °C para posteriores determinacdes de proteina total (kit ref. 04657586),
albumina (kit ref. 04657357), creatinina (kit ref. 05401755), colesterol (Kkit ref. 04718917),
glicose (kit ref. 04657527), ureia (Kkit ref. 04657616), triglicerideos (Kit ref. 04657594),
aspartato aminotransferase (kit ref. 04657543) e gama glutamiltransferase (kit ref. 05401461).
O perfil bioquimico foi determinado por meio de kits comerciais (Roche Diagnostics®,
Indianapolis, USA), sendo as leituras realizadas em um analisador bioquimico automatico

(Imunonalisador Cobas C111 - Roche Diagnostics, Indianapolis, USA).

2.4. Andlise quimica da atividade antioxidante do leite

A atividade antioxidante foi analisada a partir dos extratos das amostras do leite, sendo
obtidos através da adicdo de 9 mL de metanol em 1 mL de leite. Posteriormente a mistura foi
agitada em vortex durante 5 minutos e centrifugada a 1080 g x 10 minutos. A atividade
antioxidante do leite foi determinada como descrita por Li et al. (2009) através do método de
sequestro do radical livre 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl (DPPH).

Para o sequestro do radical livre (DPPH), aliquotas de 150 pL de extrato foram
misturadas com 2,85 mL do radical DPPH (0,06 mM), homogeneizadas em vortex e mantidas
em condi¢cdes escuras durante 30 minutos. A leitura da absorbancia foi realizada
espectrofotdbmetro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA) a 515 nm. Os resultados foram
expressos em porcentagem.

A capacidade antioxidante total (CAT) das amostras de leite foi determinada conforme
descrito por Rufino et al. (2007) com a adi¢ao de 40 uL do extrato e 1,96 mL de radical ABTS+-
(2,2-azinobis- [3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico]) ao extrato. A leitura da absorvancia foi
realizada no espectrofotdbmetro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA) a 734 nm apés 6

minutos de reacdo. A CAT foi expressa em equivalente de Trolox (um Trolox/mL).



66

2.5. Hidroperoxidos de dieno conjugados (DC) no leite

A producéo de dienos conjugados (DC) no leite foi avaliada pela metodologia descrita
por Kiokias et al. (2006), cuja finalidade é medir oxidacdo lipidica do leite, para isso foi
adicionado 50 puL de leite a 2,5 mL de uma solucdo isooctano/2-propanol (2:1, v/v) e misturados
por vortex durante 1 min. A mistura foi filtrada em filtro de membrana PTFE, 0,22 um, ¢ a
absorbancia foi medida com um espectrofotdometro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA),

sendo expressos os resultados em mmoL/kg de gordura.

2.6. Substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) no leite

A andlise de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) no leite foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Vyncke (1970), uma aliquota de 500 pL do leite foi
transferida para tubos falcon de 15 mL contendo 2,0 mL de solucio de Acido tiobarbitdrico
(TBA 1%, TCA 15% e HCI 562,5 mM). As amostras foram aquecidas em banho maria (100 °C)
durante 15 min, esfriadas em agua gelada durante cinco minutos e depois foram centrifugadas
a 3000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi transferido a uma cubeta para posterior leitura a
532 nm com um espectrofotdmetro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA). Os resultados

foram expressos em concentracdo de (mmoL/kg de gordura).

2.7. Determinacéo de acidos graxos

Para estimar o perfil de &cidos graxos do leite e das dietas, os lipidios totais foram
extraidos por meio da técnica a frio descrita por Bligh; Dyer (1959), que remove a fase lipidica
da amostra. A transesterificacdo foi realizada através da metilacdo da fase lipidica das amostras,
de acordo com a metodologia de Hartman; Lago (1973), modificado por Maia; Rodrigues-
Amaya (1993).

Os ésteres metilicos de &cidos graxos foram separados e determinados por um
cromatografo a gas (Shimadzu®, modelo GC 2010), equipado com coluna capilar de silica
fundida (CP — BPX-70, 30 m x 0,25 mm d.i. € 0,25 um) e detector de ionizag¢ao de chama (GC
- FID) (AGUILAR et al., 2014). O gas de arraste empregado foi o hélio. As injecdes foram
realizadas utilizando um injetor automatico AOC 20i, equipado com uma seringa de 10 uL. O

volume injetado foi de 1 uL. em modo Split 50:1. A temperatura do injetor e do detector foi
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configurada em 250 C. A temperatura inicial da coluna foi estabelecida em 80 C durante 3
minutos, em seguida aumentou — se a temperatura a uma taxa de 10°C/min até atingir 140 C,
posteriormente a rampa de aquecimento foi aumentada a uma taxa de 5°C/min, até atingir
250 C, permanecendo nesta faixa por 5 minutos, totalizando 40 minutos de analise.

As areas dos picos e os tempos de retencao foram determinados através do software GC
solution. Os célculos foram realizados conforme o método de Joseph; Ackman (1992) e os
fatores correcdo tedricos (VISENTAINER, 2012) foram empregados para determinar as

concentragdes. Os dados foram expressos em mg/g de lipidios totais (mg AG/g LT).

2.8. Qualidade nutricional da fracédo lipidica do leite

A qualidade nutricional da fracdo lipidica do leite foi avaliada através dos indices de
aterogenicidade (I1A) e trombogenicidade (IT) foram obtidos através das equacdes a seguir,
propostas por Ulbricht; Southgate (1991):

IA = (C12:0 + (4 x C14:0) + C16:0) / [E AGMI+ X AGPI (n-6+ n-3)]

TI=(C14:0 + C16:0 + C18:0) / [(0.5 x = AGMI) + (0,5 x £ AGPI (n-6)) + (3xZ AGPI
(n-3)) + (n-3) / (n-6)].

e a propor¢do de &cidos graxos hipocolesterolémicos para hipercolesterolémicos
(SANTOS-SILVA, BESSA; SANTOS-SILVA, 2002).

h/H=[(C18:1cis-9 + C18: 2 w6 + C18: 3 3 + C20: 5 ®3 + C22: 6 ®3) / (C14: 0 +
16: 0)]

2. 9. Andlises estatisticas

O ensaio foi conduzido em esquema fatorial 2X2 (com e sem erva-mate X com e sem

soja em gréo), de acordo com o modelo geral:
Yijk = pn + Ui + Oj + UxOjj + eijk

Em que Yij € o valor observado; p é a média geral; Uj é o efeito fixo da erva-mate (i=
1 e 2); O; é o efeito fixo da soja em gréo (j= 1 e 2); UxQ;jj € o efeito fixo da interacdo entre a
erva-mate e a soja em grdo; eijk é o erro residual. Os efeitos dos tratamentos foram comparados
por contrastes ortogonais: 1. auséncia vs presenca de erva-mate; 2. auséncia vs presenca de soja
em grdo; 3. interacdo erva-mate vs soja em grdo. Quando houve interacdo entre os fatores erva-

mate e soja em grdo foi aplicado o teste de Tukey, adotando o nivel de significancia de 5%. As
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analises estatisticas dos dados foram feitas utilizando procedimento PROC MIXED por meio
do programa SAS - Statistical Analysis Systems (SAS, 2002) verséo 9.0.

3. RESULTADOS

3.1Consumo e desempenho

Houve interacdo entre a erva-mate e a soja em grdo sobre a ingestdo de todos os
nutrientes avaliados (MS, MO, PB, EE e FDN). Verificou-se que a inclusao de erva-mate (EM)
na dieta afetou o consumo (P <0,05) PB e EE na auséncia da soja em gréo.

N&o houve interacdo entre os efeitos da erva-mate e da soja em grao (P>0,05) sobre
desempenho das ovelhas e de seus cordeiros. Entretanto, a suplementacdo com soja em grédo

reduziu o peso ao nascer - PN (P=0,0242) dos cordeiros (Tabela 3).

TABELA 3- Consumo médio de concentrado e desempenho produtivo de ovelhas e seus

cordeiros do parto aos 60 dias

Tratamentos
Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Sem Com Sem Com

Soja Soja Soja  Soja EPM?  Erva Soja Interacdo

Consumo do concentrado (kg/dia)®

MS 1,07 1,00° 0,98 1,10® 4496 0,6442  0,0843  <0,0001
MO 1,01 0,93® 0,91 1,02% 42,10 0,8046 0,2042  <0,0001
PB 0,172 0,214 0,13 0,17% 6,80 <0,0001 0,0038  <0,0001
EE 0,03¢ 0,06° 0,02¢ 0,092 294 <0,0001 <0,0001 <0,0001
FDN 0,282 0,26° 0,26 0,292 11,87 0,0883  0,8673  <0,0001
Matrizes®

PPP 6528 62,03 6298 67,13 654 06761  0,8928  0,2800
PW60 60,78 57,95 5483 62,35 7,64 08427 055501  0,2006
GPT (ko) -695 -1063 -90 -983 885 08900 06203  0,7529

GMD (g/dia) -116  -177 -150 -164 0,15 0,8900 0,6203 0,7529

Cordeiros*

PN 4,32 3,17 3,63 3,37 0,72 0,4520 0,0242 0,1441
PD 20,76 18,00 21,12 18,06 4,18 0,9656 0,0993 0,9335
GMD (g/dia) 0,274 0,247 0,292 0,245 0,62 0,8416 0,1613 0,7021

a-d'\/alores na mesma linha com diferentes sobre escrito diferem (P<0,05).

1 MS= matéria seca; MO= matéria organica; PB= proteina bruta; EE= extrato etéreo; FDN=
fibra detergente neutra.

2 EPM = erro padrdo da média;
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3 PPP= peso pds-parto; PW60 = peso ap6s 60 dias de lactacdo; GPT= ganho de peso total;
GMD= ganho médio diério. * PN= peso ao nascer; PD= peso ao desmame.

3.2 Producéo, composicao, perfil oxidativo e atividade antioxidante

N&o observamos interagdo (P>0,05) entre erva-mate e soja em grdo para a producédo
(PL), producao de leite corrigida para gordura (PLCG), producéo de leite corrigida para gordura
e proteina (PLCGP), composicéo do leite e atividade antioxidante (Tabela 4). Os teores gordura
do leite ndo foram influenciados pelos tratamentos avaliados (P>0,05). Enquanto que a
suplementacdo com erva-mate apresentou tendéncia em aumentar o poder do sequestro do
radical livre do leite (DPPH) (P=0,0510) e diminuiu a concentracdo de proteina, lactose, extrato

seco desengordurado, densidade (P<0,05).



TABELA 4 - Produgéo, composicéo e qualidade oxidativa do leite de ovelhas alimentadas com dietas contendo erva-mate e soja em gréo

Tratamentos

Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Producéo (kg/dia) Sem Soja  Com Soja Sem Soja Com Soja  EPM? Erva Soja  Interacédo
PL! 1,24 1,20 1,17 1,28 0,33 0,9069 05775 0,2278
PLCG? 0,95 1,04 0,96 1,07 0,30 0,6728 0,0760  0,8855
PLCGP* 0,91 0,98 0,91 0,99 0,28 0,8144 0,026  0,8962
Composigéo do leite (%)
Gordura 4,23 5,13 4,78 4,96 1,72 0,4852 0,125  0,2489
Proteina 3,85 3,82 3,74 3,52 0,49 0,0163 0,1971  0,2536
Lactose 5,58 5,52 5,44 511 0,72 0,0309 0,641  0,2693
Extrato seco desengordurado 10,22 10,10 9,90 9,35 1,31 0,0187 10,1918  0,3403
Densidade 1,038 1,037 1,036 1,034 5,55 0,0126 0,084  0,5817
Antioxidantes®
DPPH (mg/ mL) 79,60 76,50 85,50 85,10 2,08 0,0510 0,6493  0,7167
CAT - (uM Trolox/mL) 200,06 198,04 201,57 196,31 13,47 0,9642 0,1294  0,4968
DC (mmoL/kg gordura) 72,87 59,06 66,49 61,93 40,26  0,8056 0,1993 0,5169
TBARS (mmoL/kg de gordura) 247,22 239,20 254,31 266,22 146,72 0,5159 0,9431 0,70263

1PL= produgcéo de leite; PLCG= produg&o de leite corrigida para gordura; PLCGP= producio de leite corrigida para gordura e proteina.

2EPM= Erro padrdo médio;

3Valor estimado pela equagdo de Pulina; Nudda, (2004): PLCG=(PL*(0,37+0,097*G));

“Valor estimado pela equagdo de Pulina; Nudda, (2004): PLCGP= (PL*(0,25 + 0,085*G + 0,035*P));

> DPPH= sequestro do radical livre 2,2-Diphenyl-1-Picrylhydrazyl; CAT= capacidade antioxidante total; DC= dienos conjugados;
TBARS= substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
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Foi observado efeito de interacdo entre erva-mate e soja em grao sobre C17:1, C18:2n6c,
C21:0, C20:3n6, C24:0, C24:1n9 e C22:6n3 (P<0,05). A adi¢cdo de erva-mate aumentou as
concentragdes dos acidos C21:0 e C22:6n3 na auséncia de soja em grao, enquanto na presenca
de soja em gréo houve aumento as concentracdes de C24:0 e C24:1n9. A suplementagéo com
soja em grdo aumentou as concentragdes dos acidos graxos C18:2n6c e C20:3n6. De modo
geral, a suplementacdo com soja em grdo reduziu (P<0,05) a concentracdo dos acidos graxos
de cadeia curta e média, C6:0, C12:0, C14:0 e C16:0, e aumentou (P<0,05) a concentracdo dos
acidos graxos de cadeia longa C16:1, C17:0, C18:0, C18:2 n6t, C18:2n6c e C20:3 n6. A dieta
com erva-mate diminuiu C18:3n3 e 20:4n6, no entanto, aumentou C18:1n9c e C20:5n3. Nao
houve diferenca significativa (P>0,05) para os acidos graxos C4:0, C10:0, C11:0, C13:0,
C18:1n9t, C18:3n6, C20:0, C20:1, C20:3 n3 e NI (Tabela 5).



TABELA 5 - Perfil de 4acidos graxos no leite (mg/g de lipidios totais) de ovelhas alimentadas com dietas contendo erva-mate e
soja em gréo

Tratamentos
Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Acidos graxos Sem Soja Com Soja  Sem Soja Com Soja  EPM!? Erva Soja Interacéo
C4:0 (butirico) 0,86 0,86 0,91 1,01 0,54  0,3014 0,5410 0,6003
C6:0 (caproico) 1,69 1,60 1,76 1,55 0,39 0,9857 0,0344 0,3660
C8:0 (caprilico) 1,23 1,26 1,35 1,18 0,27 0,6993 0,1113 0,0508
C10:0 (caprico) 4,61 4,51 4,84 3,85 1,30  0,3523 0,1540 0,0651
C11:0 (undecilico) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,1766 0,4050 0,1417
C12:0 (laurico) 2,81 2,64 2,70 2,21 0,79 0,0579 0,0204 0,2857
C13:0 (tridecilico) 0,01 0,03 0,01 0,06 0,02 0,4004 0,6190 0,6394
C14:0 (miristico) 7,49 7,04 7,44 6,38 1,62  0,1855 0,0102 0,3117
C15:0 (pentadecilico) 0,64 0,65 0,60 0,51 0,14  0,0002 0,0721 0,0506
C16:0 (palmitico) 23,29 22,77 23,70 22,05 2,30 0,6472 0,0086 0,1880
C16:1 (palmitoléico) 0,67 0,56 0,64 0,52 0,09 0,0090 <0,0001 0,8998
C17:0 (margérico) 0,74 0,61 0,74 0,66 0,15 0,6915 0,0001 0,4702
C17:1 (heptadecantico) 0,312 0,21° 0,29 0,26" 0,07 06973 <0,0001  0,0396
C18:0 (estearico) 13,80 17,89 13,23 17,45 2,27 0,6125  <0,0001 0,8797
C18:1n9t (elaidico) 0,38 0,37 0,33 0,35 0,11 0,0990 0,6741 0,6249

C18:1n9c (oléico) 26,91 25,85 27,89 28,39 4,54 0,0372 0,7378 0,3568



C18:2n6t (linoelaidico) 0,21
C18:2n6¢ (linoléico) 1,90°
C18:3n6 (y-linolénico) 0,004
C18:3n3 (linolénico) 0,26
C20:0 (araquidico) 0,22
C20:1 (gadoléico) 0,011
C20:2 (eicosadiendico) 0,001°
C21:0 (heneicosandico) 0,016"
C20:3n6 (dihomo-y-linolénico)  0,001°
C20:4n6 (araquidobnico) 0,18
C20:3n3 (dihomo-a-linolénico) 0,014
C20:5n3(eicosapentaendico) 0,001
C24:0 (lignocérico) 0,010°
C24:1n9 (nervonico) 0,001°
C22:6n3(docosahexaendico) 0,0001°
NI? 11,92

0,25
2,362
0,011
0,23
0,20
0,008
0,0022
0,017°
0,005?
0,20
0,014
0,003
0,008°
0,001°

0,00062

9,89

0,18
1,75°
0,007
0,21
0,19
0,023
0,001°
0,0212
0,003°
0,17
0,016
0,005
0,010°
0,004°

0,0039?

11,08

0,21
1,82°
0,004
0,21
0,20
0,032
0,001°
0,020°
0,003"
0,15
0,037
0,004
0,0172
0,039?

0,0001°

11,10

0,08
0,52
0,02
0,06
0,08
0,07
0,01
0,01
0,01
0,04
0,07
0,01
0,07
0,25
0,03
3,42

0,0219
0,0012
0,1698
0,0313
0,2567
0,7508
0,2178
0,8300
0,8659
0,0004
0,5944
0,0304
0,0050
<0,0001
<0,0001
0,9413

0,0160
0,0097
0,1325
0,4596
0,8071
0,1042
0,0580
0,0690
0,0174
0,7372
0,3225
0,6096
0,1149
<0,0001
0,0012
0,1427

0,7499
0,0356
0,1201
0,5266
0,4857
0,1972
0,0686
0,0176
0,0414
0,0760
0,4631
0,1273
0,0087
<0,0001
<0,0001
0,1054

2-¢Valores na mesma linha com diferentes sobrescritos diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).

'EPM= erro padrdo médio;
NI= 4cidos graxos ndo identificados
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De modo geral, houve efeito da interagcdo entre erva-mate e soja em gréo (P<0,05) sobre
CLA total, AGPI, n-6 e sobre a razdo n-6/n-3, sendo que a suplementacéo lipidica, na auséncia
de erva-mate aumentou tais variaveis. Contudo as dietas com soja em grdo diminuiram o0s
AGCM (P<0,05) e aumentaram os AGCL (P<0,05). Além disso a adi¢do de erva-mate
aumentou a concentracdo AGMI (P=0,0482), e diminuiu das concentracfes de n-3 e da razéo
entre AGS/AGMI. Ndo houve diferenca significativa (P>0,05) para as concentracbes dos
AGCC, AGS, Al, Tl e h/H (Tabela 6).

TABELA 6 - Concentragdes percentuais e razGes de acidos graxos agrupados no leite de
ovelhas alimentadas com erva-mate e soja em grao
Tratamentos

Sem Erva-Mate Com Erva-Mate

Sem Com Sem Com )
Item _ _ _ _ 'EPM  Erva  Soja Interacdo
Soja Soja Soja Soja

2CLA Total 2,10° 2,592 1,93° 1,96° 0,58 0,0007 0,0085 0,0002

AGCC 3,78 3,73 4,02 3,74 0,77 10,3640 0,2212 04171
AGCM 38,87 3767 3930 3506 547 02418 0,0055 0,1338
AGCL 4544 4873 4559 50,07 599 03714 0,0005 0,5917
AGS 57,43 60,13 5752 57,13 495 0,1662 0,2584 0,0927
AGMI 28,22 2695 2913 2945 464 00482 05804 0,3525
AGPI 2,31° 2892 212 217 063 0,0006 0,0117 0,0273
n-3 0,20 0,22 0,18 0,14 0,11 0,0152 0,6018 0,1677
n-6 2,01° 2528 188" 1,91° 0,55 0,0011 0,0147 0,0178
n-6/n-3 7,0  10,07%  7,44° 6,33° 425 0,0592 0,3212 0,0104
AGS/AGMI 2,16 2,28 2,03 2,02 0,53 0,0487 0,6054 0,4829
Al 1,98 1,84 1,87 1,66 061 0,1629 0,1182 0,7632
Tl 2,97 3,13 2,82 2,93 0,65 0,1750 0,2565 0,8411
h/H 0,98 0,96 0,98 1,10 0,24 01317 0,1879 0,1279

a-2 \/alores na mesma linha com diferentes sobrescritos diferem significativamente entre si
pelo Teste de Tukey (P<0,05).

'EPM= Erro padrdo médio;

2 CLA Total= &cido linoléico conjugado; AGCC= acidos graxos de cadeia curta (4 a 8
carbonos); AGCM= acidos graxos de cadeia média (10 a 16 carbonos); AGCL= acidos graxos
de cadeia longa (>16 carbonos); AGS= acidos graxos saturados; AGMI= acidos graxos
monoinsaturados; AGPI= &cidos graxos poli-insaturados; Al= indice de aterogenicidade; Tl=
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indice de trombogenicidade; h/H = propor¢cdo de &cidos graxos hipocolesterolémicos para
hipercolesterolémicos.

3.3 Parametros sanguineos

Houve efeito da interacéo entre erva-mate e soja em grao (P<0,05) sobre CT e GGT. No
entanto, as matrizes suplementadas somente com soja em gréo tiveram um aumento no CT
(90,00 mg/dL). Além disso, a inclusdo da erva-mate, na auséncia da suplementacéo lipidica
afetou a PT e ALB. (Tabela 7).

TABELA 7 — Média da concentracdo plasmatica do sangue de ovelhas alimentadas com erva-
mate e soja em grao

Tratamentos
Sem Erva-Mate Com Erva-Mate
Sem Com Sem Com

_ _ _ _ IEPM  Erva  Soja Interagdo
Soja Soja Soja Soja

Composicio?

PT (g/dL) 6,18 6,60 6,32 667 081 00142 0,7502 0,0804
ALB (g/dL) 2,53 2,65 2,63 296 046 0,0180 0,2992 0,0517
UR (mg/dL) 17,65 17,33 1748 1840 7,81 10,2013 0,5411 0,4113
CRE (mg/dL) 1,30 1,20 1,19 1,24 0,08 04540 08769 0,8371
GLI (mg/dL) 7396 75,39 62,14 64,76 10,08 0,0824 0,5690 0,2446
CT(mg/dL) 77,00 90,00% 71,33% 5825° 9,74 0,0005 0,0195 0,0006
TG (mg/dL) 20,10 16,12 17,38 17,72 587 0,6384 0,6349 0,7642
AST (U/L) 109,15 12593 93,75 86,10 29,24 10,0585 0,6461 0,2065
GGT (U/L)  52,73% 51,10° 49,93% 50,62% 11,45 0,0081 0,1531 0,0179

a-3b\/alores na mesma linha com diferentes sobrescritos diferem significativamente entre si pelo
Teste de Tukey (P<0,05).

'EPM= Erro padrio médio;

2PT= proteina total; ALB= albumina; UR= ureia; CRE= creatinina; GLI= glicose; CT= colesterol
total; TG= triglicerideos; AST= aspartato aminotransferase; GGT= gama-glutamil transferase.
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4. DISCUSSAO

4.1 Consumo e desempenho das ovelhas e de seus cordeiros

A adicdo de erva-mate (EM) a dieta, sem a presenca de soja em gréo (SG) reduz a
ingestdo PB e EE. Esta reducdo pode estar associada a presenca dos taninos, por estes
apresentarem efeito sobre a proteina dietética, uma vez que 0s taninos diminuem a degradacao
da proteina, especialmente por formar um complexo tanino-proteina (HARTEMINK et al.,
2015). Em relacdo ao EE, o tanino pode causar a inibigéo da lipase (ALKHATIB; ATCHESON,
2017). Por outro lado, verificou-se que houve interacdo quando a EM foi adicionada juntamente
com a SG na dieta ocorrendo assim um efeito positivo na ingestdo de todos os nutrientes
avaliados (MS, MO, PB, EE e FDN). Assim, na presenca da SG os efeitos negativos da EM
sobre a ingestdo da PB e do EE foram anulados.

N&o houve efeito da interagdo entre erva-mate e soja em grao para o desempenho das
ovelhas lactantes e de seus cordeiros. Desta forma, a perda de peso que ocorreu durante a
lactacdo é explicada devido ao estado fisiologico das matrizes, pois, no inicio da lactacdo, as
ovelhas sdo forcadas a usar suas reservas corporais para produzir leite (ANGELES
HERNANDEZ et al., 2018; HEIMBACH et al., 2020), isso porque ha aumento da demanda
energética animal que supera sua capacidade de ingestdo de energia pelos nutrientes da dieta,
uma vez que a producdo de leite é crescente, e 0 consumo ainda ndo atingiu 0 maximo e assim
normalmente ocorre mobilizagéo de reservas corporais (HEIMBACH et al., 2020).

O peso ao nascer (PN) dos cordeiros foi influenciado pela nutricdo materna. As matrizes
que foram suplementadas com soja em gréo sem a presenca da erva-mate produziram cordeiros
com o menor PN, uma vez que super nutri¢cdo durante a gestacdo promove uma rapida sintese
de tecido materno (principalmente de tecido adiposo) as custas das necessidades nutricionais
do utero gravidico (WALLACE et al., 2005). Desta forma, PN dos cordeiros esta relacionado
ao historico de nutricdo da ovelha durante o periodo de gestacéo, assim ovelhas super nutridas
também podem ter restricdo no crescimento fetal (ARCO et al., 2021). Embora a restri¢do de
crescimento placentario e fetal serem observados mais comumente em ovelhas com restricdo
materna (HEIMBACH et al., 2019).
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4.2 Producéo, composi¢do quimica do leite e concentracdo de acidos graxos

N&o houve efeito da interacdo para a producao (PL), producéo de leite corrigida para
gordura (PLCG), producéo de leite corrigida para gordura e proteina (PLCGP), composicao do
leite e atividade antioxidante. Assim, a semelhanca na producédo de leite acordo com Mora-
Medina et al. (2016) pode ser atribuida ao vinculo ovelha e cordeiro que demonstra ser um forte
mediador de secrecdo de ocitocina. Ao mesmo tempo, a ejecdo constante do leite precisa de
elevada concentracdo de ocitocina ao longo de toda a ordenha e qualquer falha no processo de
ejecdo do leite pode atrapalhar sua remo¢édo (BRUCKMAIER; BLUM, 1998).

Este estudo ainda demonstra que os tratamentos avaliados ndo afetaram a gordura do
leite, 0 que concorda com os resultados de Santos et al. (2017), ao observarem vacas leiteiras
que foram suplementadas com (250, 500 ou 750 g/dia) erva-mate. Contudo, o teor de proteina,
lactose, extrato seco desengordurado, densidade foram reduzidos com as dietas contendo a erva-
mate.

Estes resultados sugerem que dietas contendo erva-mate proporcionaram a glandula um
menor aporte de aminoécidos para a sintese de proteinas do leite. Uma vez que a erva-mate
contém taninos (hidrolisaveis versus condesado) que proporcionam uma menor degradabilidade
no rumen (SANTOS et al., 2019). Estes autores também ndo abordaram a sintese de proteina
microbiana, mas acreditam que os tanininos poderiam ter reduzido a sintese de proteina no
ramen, e, portanto, possivelmente reduzido a disponibilidade de aminoacidos para sintese de
proteinas mamarias (SANTOS et al., 2019).

Os teores de lactose diminuem suas concentracdes, provavelmente, porque a secrecao
de lactose no Iumen alveolar requer a disponibilidade de glicose e lactalboumina (ZHAO, 2013).
Duas hipoteses serdo discutidas. A primeira € a reducdo na disponibilidade da lactoalbumina
através da suplementacdo com erva-mate, visto que a erva-mate possui taninos hidrolisaveis
que podem ser degradados pelos microrganismos ruminais, e apds a absorcao estes compostos
podem ficar acumulados no sangue, contribundo para menor sintese de lactose (SANTOS et
al., 2017). A segunda hipotese refere-se ao decréscimo nas proporcdes de lactose devido ao
menor suprimento de glicose para a glandula mamaria, uma vez que a erva-mate € rica em 4cido
clorogénico (BRACESCO et al., 2011), e este acido pode impedir a atividade da glicose-6-
fosfatase, que é a enzima vinculada a etapa final da gliconeogénese (BASSOLI et al., 2008).

Por conseguinte, a reducdo nos teores de extrato seco desengordurado (ESD) e da

densidade do leite quando as matrizes foram suplementadas com dietas que continham erva-
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mate, visto que essa reducdo estid relacionada a mudangas nos teores de proteina e,
ocasionalmente, nos teores de lactose do leite (MARQUES et al., 2011).

Com respeito a atividade antioxidante no leite, a suplementacdo com adicdo de erva-
mate na auséncia da soja em grao foi a que apresentou uma tendéncia a aumentar a resposta do
poder de sequestro do radical livre do leite (DPPH). Huang et al. (2014), em um estudo em
laboratdrio, observaram maior resposta do 2,2-difenil-1-picril-hidrazi (DPPH) e do 2,2’ azinobis
3-etilbenzotiazoline-6-acido sulfénico (ABTS) a medida que os niveis de erva-mate
aumentaram de 100 a 500 ppm. Entretanto, os agentes oxidantes agem de forma distinta entre
si e ainda ndo ha concordancia entre os pesquisadores sobre uma técnica Unica, padrdo ou forma
de expressar os resultados (COTTICA et al., 2019).

Os resultados ainda demonstram que os tratamentos avaliados ndo afetaram os dienos
conjugados (DC), substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), o que confirma que a
suplementacdo com erva-mate ndo foi capaz em diminuir a lipoperoxidacdo no leite. Isso
concorda com os resultados encontrados por Santos et al. (2019) ao avaliarem os efeitos da
suplementacdo com erva-mate e vitamina E no leite de vacas da raca Holandesa recebendo
dietas contendo graos moidos de soja.

Esse resultado ndo era esperado, pois a suplementacdo com erva-mate foi a que
apresentou maior resposta para a atividade antioxidante por DPPH nas amostras de leite, assim
esperavamos que ocorresse efeito protetor contra danos causados pela lipoperoxidagao, porém
essa questdo ainda ndo esté totalmente elucidada dado que segundo Shahidi; Ambigaipalan,
(2015) afirmam que o potencial antioxidante dos compostos fendlicos depende do nimero e da
disposicao dos grupos hidroxila nas moléculas, de modo que os mesmos niveis de compostos
fenolicos ndo correpondem as mesmas respostas antioxidantes. Da mesma forma que o
contetido fendlico medido pelo método de Folin-Ciocalteau depende da sua natureza quimica,
e do seu potencial de eliminagéo de radicais (DAI; MUMPER, 2010).

As dietas com soja em grdo reduziram os acidos graxos de cadeia curta e média
(AGCCM), isso pode ser pela maior concentracdao dos AGPI que contém a soja em gréo (LIMA
etal., 2011). Os AGPI da soja em gréo podem sofrer biohidrogenacdo incompleta dando origem
as AG trans-9, cis-11-CLA e trans-10, cis-12-CLA (BARLETTA et al., 2016). Este altimo AG
é inibidor da sintese de gordura do leite (BARLETTA et al., 2016), de tal modo este CLA
(trans-10, cis-12-CLA) possivelmente reduziu os AGCCM (C6:0, C8:0, C12:0, C14:0 e C16:0).

De modo geral, as dietas com soja em grdo aumentaram os &cidos graxos de cadeia
longa (AGCL) (C18:0, C18:2n6t, C18:2n6, C20:3n6, C20:4n6 e C20:2). Isto pode ser explicado
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pela composi¢do da soja em grdo, que é rica em C18:3 n-6, e quando chega no rimen pode
sofrer biohidrogenacdo, com a finalidade de proteger as bactérias ruminais e, gerar acidos
graxos intermediarios, tais como acidos linoléicos conjugados (CLA), acidos transvacénicos
(TVA) e outros &cidos, com &cido estearico (18:0) como produto final que podem ser
incorporados na gordura do leite, aumentando assim os AGCL no leite (BARLETTA et al.,
2016).

Assim a suplementacdo com soja em grdo, sem a adi¢cdo de erva-mate influenciou os
acidos graxos do leite, aumentado o CLA total, AGPI, n- 6 e razdo n-6/n-3. O aumento dos
AGPI resulta em melhor perfil de &cidos graxos para o consumo humano. Isto porque fontes
protegidas de acidos graxos diminuem a biohidrogenacdo ruminal, melhorando assim
concentracdo abomasal. Esse resultado demonstra o poder de protecdo e a lenta liberacdo de
lipidios dos graos de soja (BARLETTA et al., 2016).

Assim sendo, 0 aumento do isémero CLA desempenha um importante papel na satde
humana, em razdo das suas propriedades antimutagénica, anticarcinogénica, capacidade de
reduzir a obesidade e diabetes, prevencdo de aterosclerose, melhora do sistema imuninatario e
anti-hipertensivo (CORREDU et al., 2020). Portanto, aumentar sua concentracao na gordura do
leite, destinado a producdo de derivados lacteos, atraves da suplementacdo lipidica é benéfico
(CORREDU et al., 2020).

Todavia, mais importante do que os teores de n-3 consumido na dieta, é a razdo n-6/n-
3. Quando essa razdo fica muito elevada, mais dmega 6 sendo ofertado, ocorrem reacdes de
inflamacdo no organismo, pois 0 n-6 compete pelas enzimas responsaveis pela dessaturacéo e
elongacdo com o n-3 (WELTER et al., 2016). Como consequéncia, promove producdo de
substancias pré-inflamatorias, vasoconstritoras e pro-agregantes (OLIVEIRA et al., 2021).
Nessa perspectiva, de acordo com Welter et al. (2016) a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS),
em conjunto com a Organizacao das Nacgdes Unidas para a Alimentagédo e Agricultura (FAO),
recomenda uma proporgdo de (5: 1) até (10: 1), para se ter para uma dieta balanceada na
proporcdo 6mega 6/6mega 3.

Vale destacar também o aumento do AG C22:6 n-3 (&cido docosahexaendico, DHA) na
gordura do leite de ovelhas lactantes, pela adicdo da erva-mate na dieta, pois este apresenta
inimeros beneficios ao consumidor dos produtos oriundos deste leite enriquecido. Este acido
graxo reduz a incidéncia de doencas cardiovasculares, por prevenir agregacdo plaquetéria,

controle da pressdo arterial e estabilizar a formacéo de placas de ateromas e triglicérides, além
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de diminuir os marcadores de inflamacdo sisttmica e de estresse oxidativo (SHAHIDI,;
AMBIGAIPALAN, 2015).

Ademais, adicdo da erva-mate aumenta a atividade da enzima A9-dessaturase,
provavelmente devido a sua atuagdo como cofator das enzimas responsaveis pela dessaturagdo
dos acidos graxos (CZUMAJ; SLEDZINSKI, 2020). Assim, 0 aumento da atividade da enzima
A9-dessaturase promoveria 0 aumento da concentracdo de AGMI e reduziria AGS no leite,
agregando melhorias ao perfil lipidico (CZUMAJ; SLEDZINSKI, 2020), ja que segundo
Valenti et al. (2020) isto ocorre devido a presenca dos taninos que podem influenciar a
biohidrogenacdo ruminal, ocorrendo a saturacdo progressiva de AGPI para 18:0 e, como
consequéncia, aumento do fluxo de &cidos graxos (18:2 ¢9 t11 e o TVA, 18:1 t11, bem como
outros isémeros trans 18:1) que podem ser absorvidos, posteriormente metabolizados e
acumulados na glandula mamaria.

A aterogenicidade (Al) é a capacidade de causar a aterosclerose, enquanto a
trombogenicidade (TI) é a capacidade de provocar ataques cardiacos e derrames (WELTER et
al., 2016). Esses indices apontam que quanto menores os teores, maior a quantidade de acidos
graxos aterogénicos presentes em uma dada gordura ou 6leo, e maior o potencial de prevengéo
contra o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (OLIVEIRA et al., 2021). J& a razdo
entre os acidos graxos hipocolesterolémicos e hipercolesterolémicos (h/H) atuam de forma
contraria aos indices anteriormente citados, pois quanto maior o h/H, melhor o valor nutricional
do 6leo ou gordura e menor o risco de incidéncia de doencas cardiovasculares (WELTER et al.,
2016). Entretanto, ndo existe valor indicado para nenhum desses indices em produtos lacteos
(OLIVEIRA et al., 2021).

Neste sentido, pode-se afirmar que as dietas avaliadas ndo influenciaram
significativamente nestes indices do leite em ovelhas lactantes Texel F1 mantidas em pastagens
tropicais, pois este estudo nédo foi capaz de demonstrar alteragdes nas concentragdes totais dos
AGS que promovem a trombose e 0s ateromas, porém considera-se que quanto menor o valor
dos indices Al e TI, e maior h/H, mais favoravel é o perfil de acidos graxos a salde humana
(WELTER et al., 2016).

4.3 Perfil sanguineo

Os resultados do nosso estudo mostram que a inclusdo da erva-mate afetou o0s niveis

séricos para PT e ALB. Entretanto, as concentracOes para estes parametros mantiveram-se
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dentro dos valores normais de referéncia (PT-6,0a7,9g/dL e ALB - 2,4 a 3,0 g/dL ) segundo
Kaneko et al. (2008). Esta resposta, provavelmente, se deve ao fato de a proteina sérica total
ser composta de albumina e globulinas e variar de acordo com o estado fisiolégico do animal
(LOBO et al., 2020). Assim, a albumina, principal proteina na composi¢do do soro, pode ser
considerada como um indicador sensivel ao estado nutricional das proteinas a longo prazo, uma
vez que as baixas concentracdes geralmente indicam ingestdo inadequada de proteinas (LOBO
et al., 2020).

A interacdo entre erva-mate e soja em gréo afetou as concentracées CT e GGT. As
matrizes suplementadas com soja em grdo, sem a adi¢do da erva-mate, apresentaram aumento
no valor plasmatico de colesterol total (90 mg/dL™) acima dos valores considerados como
padréo por Kaneko et al. (2008) (52 e 76 mg/dL™). Este aumento da concentragdo do colesterol
no lipidograma do soro pode ser justificado devido ao maior consumo de acidos graxos na
racdo, que proporciona aumento das respectivas fracdes relativas ao metabolismo de lipidios
transportados no sangue (BARLETTA et al., 2012).

As concentracGes plasmaticas encontradas neste estudo discordam dos resultados
encontrados por Celi; Robinson (2010) ao avaliarem bezerros da raca Holandesa que foram
divididos aleatoriamente em dois grupos. O grupo controle foi alimentado com leite fresco e o
outro grupo recebeu leite fresco suplementado com 50 g de erva-mate moida. Estes autores ndo
encontram diferencas nos niveis de proteina, ureia, colesterol, enquanto as concentracdes
plasmaticas de triglicerideos foram significativamente maiores nos bezerros suplementados
com erva-mate em comparagao com o grupo controle.

Ja a atividade enzimatica representadas pela GGT mantiveram-se no limite considerado
normal para a espécie ovina (20-52 U / L) (KANEKO et al., 2008). Desta forma, os resultados
sugerem que a dietas experimentais oferecidas aos animais ndo causaram nenhum
comprometimento ao funcionamento hepatico (MOREIRA et al., 2019), uma vez que para
caracterizar a lesdo hepatica, outros parametros bioquimicos do sangue precisam ser avaliados,
como concentracdo de ALB e AST, ambos os pardmetros ndo se alteraram quando houve
ingestdo de erva-mate (LOBO et al., 2020).

Logo, essa discrepancia nos resultados sobre a erva-mate e seus efeitos pode estar
associada aos taninos e outros ingredientes da dieta, diferengas nas espécies animais (bovinos
versus ovinos) (SANTOs et al., 2017), ou ainda na duragéo e dose do regime de suplementagéo
(BARBATO et al., 2019).
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5. CONCLUSAO

A suplementacdo com erva-mate, soja em gréao e suas interacdes ndo afetam a producéo
de leite e o desempenho das ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais. Além disso,
adicéo de erva-mate ndo influencia no perfil oxidativo do leite. Enquanto que a suplementacgéo
com soja em gréo melhorou o perfil de AG do leite, aumentando as concentragdes de CLA e de
AGPI. A associacdo de soja em grdo e erva-mate ajuda a melhorar a qualidade da gordura do
leite de ovelhas criadas em pastagens tropicais, embora nédo ajude a prevenir a oxidacgéo do leite
rico em AGPI.
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Il - Comparacao de métodos analiticos para determinacéo do perfil de acidos graxos em

leite ovino por cromatografia gasosa

e (Publicado: Journal PL0S ONE - https://doi.org/10.1371/journal.pone.0263071)

RESUMO

Estudos comparando metodologias para acidos graxos sdo muito importantes, pois podem
influenciar na qualidade e na quantificacéo final da fracéo lipidica. Objetivou - se neste estudo
comparar diferentes métodos de extracdo para lipidios totais e avaliar o efeito destas
metodologias sobre a composi¢do quantitativa de acidos graxos em leite de ovelhas lactantes
criadas em pastagens tropicais. As metodologias utilizadas foram da simples transesterificacdo
direta, empregando-se o solvente organico n-hexano de pureza grau HPLC, Bligh; Dyer
(extracdo a frio, nas proporc¢des de mistura extratora 5, 10 e 15 mL na proporc¢éo de 2: 1: 1 (v /
v/ V) de cloroférmio-metanol-agua). Os ésteres metilicos de acidos graxos foram separados por
cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo por chama (GC-FID). Os resultados
demostram que ndo houve diferenca significativa (p<0,05), no teor de lipidios totais entre os
métodos de extracdo. No entanto, 0 método de Bligh; Dyer obteve o melhor rendimento dos
lipidios a serem extraidos do leite de ovelha, uma vez que o volume com 15 mL da solugdo
extratora foi capaz de identificar 87% dos picos cromatograficos. Observou-se ainda que o leite
de ovelha apresenta maior percentual para os acidos graxos palmitico, estearico e oléico, com
percentuais de 20,1%, 15,5% e 33,1%, respectivamente. Portanto, a mistura extratora com
volume de 15 mL utilizada neste estudo pode ser uma alternativa para realizar a extragcdo da
gordura do leite de ovelhas lactantes como método de rotina, ja que expressa 0 melhor contetido

lipidico deste alimento.

Palavras - chave: acidos graxos, cromatografia gasosa, extracao, leite ovino, lipidios.
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Comparison of analytical methods for determining fatty acid profile in sheep milk by

gas chromatography

(Published: Journal PLoS ONE - https://doi.org/10.1371/journal.pone.0263071)

ABSTRACT

Studies comparing methodologies for fatty acids are very important because they can influence
the quality and final quantification of the lipid fraction. The objective of this study was - to
compare different extraction methods for total lipids and to evaluate the effect of these
methodologies on the quantitative composition of fatty acids in milk from lactating ewes reared
in tropical pastures. The methodologies used were simple direct transesterification, using the
organic solvent n-hexane purity grade HPLC, Bligh; Dyer (cold extraction, in the proportions
of extractor mixture 5, 10 and 15 mL in the ratio of 2: 1: 1 (v / v/ v/ v) of chloroform-methanol-
water). The fatty acid methyl esters were separated by gas chromatography coupled to the flame
ionization detector (GC-FID). The results show that there was no significant difference
(p<0.05) in the total lipid content between the extraction methods. However, the Bligh method;
Dyer obtained the best yield of the lipids to be extracted from sheep’s milk, since the volume
with 15 mL of the extracting solution was able to identify 87% of the chromatographic peaks.
It was also observed that sheep’s milk has a higher percentage for palmitic, stearic and oleic
fatty acids, with percentages of 20.1%, 15.5% and 33.1%, respectively. Therefore, the pumping
mixture with 15 mL volume used in this study may be an alternative to perform the extraction
of milk fat from lactating sheep as a routine method, since it expresses the best lipid content of
this food.

Keywords: fatty acids, gas chromatography, extraction, sheep milk, lipids.
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1. INTRODUCAO

O leite ovino apresenta uma composi¢do quimica constituida de proteinas de alto valor
bioldgico e acidos graxos essenciais, além de seu contetdo mineral e vitaminico, o que qualifica
como um alimento de elevado valor nutricional, além disso representa grande importancia na
alimentacdo pelas suas caracteristicas de hipoalergenicidade e digestibilidade devido aos
gldébulos de gordura diminuidos (BALTHAZAR et al., 2017).

No entanto, a gordura do leite de ruminantes contém altos niveis de &cidos graxos
saturados (AGS), ou seja, aproximadamente 2/3 do total de &cidos graxos (MOATSOU,;
SAKKAS, 2019), sendo estes associados com diversas doencas em humanos, em especial as
cardiacas. Por outro lado, ha de se considerar a presenca dos acidos graxos monoinsaturados
(AGMI) e poli-insaturados (AGPI) e conjugados (CLA) no leite, por estes estarem relacionados
a propriedades anticarcinogénicas, reducdo da aterosclerose, dentre outros efeitos benéficos na
salide humana (BALTHAZAR et al., 2017).

Desta forma, estudos tém sido desenvolvidos no sentido de se avaliar os efeitos da fracdo
lipidica do leite e de seus derivados sobre a saide humana, uma vez que a determinacdo de
lipidios é importante para estudos bioquimicos, fisiologicos e nutricionais (RYDLEWSKI et
al., 2020). A extracdo dos lipidios é uma etapa critica nas andlises de lipidios totais
especialmente sobre a composicdo de acidos graxos, ja que estes sofrem a interferéncia das
estacbes do ano, da alimentacdo fornecida aos animais, do estadio de lactacdo e do
processamento do alimento (ZACARCHENCO et al., 2013).

Assim sendo, estudos de comparacdo de metodologias para &cidos graxos sdo muito
importantes, pois algumas amostras requerem cuidados especiais para a obtencdo da fracédo
lipidica, dado que fatores como co-extracdo dos componentes nao-lipidicos e a oxidagdo
indesejada podem influenciar a qualidade e a quantificacdo final da fracdo lipidica (AMORES;
VIRTO, 2019).

Neste sentido, informacbes a respeito da qualidade nutricional do leite ovino,
apresentam-se como contribui¢do na busca de alternativas para ovinocultura e o fortalecimento
desta cadeia produtiva, ja que constantemente a literatura sobre o leite de vaca é atualizada,
enquanto que um pequeno numero de estudos tem sido relatados para o leite ovino
(MOATSOU; SAKKAS, 2019).

Assim sendo, objetivou - se nesse estudo comparar diferentes métodos de extracéo para

lipidios totais e avaliar o efeito destas metodologias sobre a composi¢ao quantitativa de acidos
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graxos em leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais, com hipdtese de validar a
técnica que melhor expresse o conteddo lipidico total do leite de ovelhas lactantes criadas em
pastagens tropicais, apresentando um método que garanta a eficiéncia e a reprodutibilidade dos
resultados, uma vez que esta gera subsidios para padronizacdo de metodologia em diversos

laboratorios.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria - prima

Um volume de 50 mL de leite de ovelha foi coletado semanalmente durante oito
semanas de lactacdo por meio de ordenha mecénica, acompanhada de pré- e pos-dipping, com
0 uso de 1 mL de ocitocina por animal. Essas amostras foram coletadas no Setor de
Ovinocultura da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, na Fazenda Escola da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia. Sendo que as matrizes utilizadas neste experimento foram
mantidas em piquetes de pastagens de Brachiaria brizantha cv. Marandu, com livre acesso a
agua. Este experimento foi realizado de acordo com as diretrizes da Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Protocolo nimero 1.119/2019).

2.2. Métodos de extracao da fracao lipidica

As extracBes de lipidios totais foram realizadas em duplicata, e para uma primeira
tentativa direta de extracdo e derivatizacdo (método de extracdo 1 - utilizando HPLC grau n-
hexano), foram realizadas as seguintes etapas: em tubo de centrifuga de 15 mL com tampa de
rosca e septo de Teflon , 1 mL de amostra de leite de ovelha foi adicionado a 2 mL de solucéo
de NaOH 0,5 M em metanol (grau cromatogréafico), mantido sob aquecimento em banho-maria
(60 ° C) por 5 min, e resfriado em agua corrente. Posteriormente, foram adicionados 3 mL da
solucéo esterificante (15 mL de H2SO4, 10g de NH4CI e 300 mL de metanol), repetindo o
processo de banho-maria por 2 min e resfriado em agua corrente. Em seguida, 2 mL da solucéo
aquosa saturada de NaCl foram adicionados e agitados completamente 4 mL de hexano foram
adicionados e agitados novamente em vortice por 30 s. A solucéo foi entdo centrifugada por 5
min a 2.000 rpm e o0 sobrenadante removido, pois era onde os ésteres metilicos de acidos graxos

formados (FAMEs) foram encontrados. Apds o procedimento, a amostra foi utilizada para
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andlise do perfil de FA por cromatografia gasosa acoplada a detector de ioniza¢do de chama
(GC-FID).

Através do método simples de isolamento e purificacdo descrito por Folch et al. (1957),
com adaptacoes realizadas por Rule (1997), foi feita a extracdo com solvente a frio utilizando
uma mistura extratora de cloroféormio-metanol-agua na proporcao de 2:1:1 (v/v/v). Este método
foi criado por Bligh; Dyer, (1959) e foi realizado da seguinte forma: 1 mL da amostra de leite
foi adicionado a um tubo de centrifuga de 50 mL com tampa de rosca e septo de Teflon, e 5, 10
ou 15 mL da mistura extratora foram adicionados, agitado em vértex por 2 min e, em seguida,
colocado em ultrassom por 20 min. Posteriormente, 1 mL de cloroférmio, 0,5 mL de solucéo
de KCI 2,0 M foram adicionados e agitados por mais 1 min em vértice. Ap6s agitacdo, os tubos
foram centrifugados por 5 min a 2500 rpm.

A camada inferior contendo o extrato lipidico foi coletada e evaporada sob fluxo de

nitrogénio.

2.3. Derivatizacao

Apos a finalizacdo do processo de extracdo as amostras dos métodos 2, 3 e 4 foram
submetidas ao processo de derivatizagdo conforme a metodologia de Maia; Rodriguez-Amaya
(1993). O método foi realizado com 300,0 mg da amostra em um tubo de ensaio, no qual foram
adicionados 2,0 mL de solucdo 0,5 molar de NaOH em metanol, e 0 mesmo foi mantido sob
aquecimento em banho-maria (60°C) por 5 min., e posteriormente resfriado em agua corrente.
Imediatamente apds foram adicionados 5,0 mL de solugdo do reagente esterificante (15 mL de
H2S04, 10g de NH4CI e 300 mL de metanol), repetindo-se 0 mesmo método de aquecimento
no banho-maria ha mesma temperatura, porém deixado apenas 2 min., e resfriado em agua
corrente novamente.

Em seguida, foi adicionado 2 mL de solugéo saturada de Cloreto de Sodio (NacCl),
agitou-se o tubo de ensaio em vortex por 30 seg., adicionou-se 4 mL de Hexano e novamente
agitou-se o tubo de ensaio em vortex por 30 seg. Logo apos esta etapa, a amostra foi submetida
a centrifugacdo por 5 min. a 2000 rpm, por consequéncia, retirou-se uma aliquota do
sobrenadante e inserida em frasco de 2mL com tampa para posterior analise no GC-FID. O
resumo dos procedimentos experimentais para a extracao dos lipidios do leite ovino encontra-

se na Tabela 1.
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TABELA 1 - Procedimentos experimentais de extracdo dos lipidios do leite ovino

Experimento Volume de Solventede  Volume de solvente Derivatizagéo
amostra de leite extracao de extracédo in situ

Método 1 1mL Hexano 4 mL Sim

Método 2 1mL Cloroférmio- 5mL Né&o

metanol-agua
2:1:1 (viviv)

Método 3 1mL Cloroférmio- 10 mL Né&o
metanol-agua
2:1:1 (vIviv)

Método 4 1mL Cloroférmio- 15 mL Né&o
metanol-agua
2:1:1 (vIviv)

2.4. Analise por Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de lonizacdo em Chamas -
GC-FID

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram separados e determinados por um
cromatografo a gas (Shimadzu®, modelo GC 2010), equipado com coluna capilar de silica
fundida (CP — BPX-70, 30 m x 0,25 mm d.i. ¢ 0,25 um) e detector de ionizagao de chama (GC
- FID) (AGUILAR et al., 2014). O gés de arraste empregado foi o hélio (com purificacdo de
99,999 %). As injecOes foram realizadas utilizando um injetor automéatico AOC 20i, equipado
com uma seringa de 10 pL. O volume injetado foi de 1 L em modo Split 50:1. A temperatura
do injetor e do detector foi configurada em 250°C. A rampa de aquecimento da coluna foi
programada para iniciar em 80°C durante 3 minutos, em seguida aumentou — se a temperatura
a uma taxa de 10°C/min até atingir 140°C, posteriormente a rampa de aquecimento foi
aumentada a uma taxa de 5°C/min, até atingir 250°C, permanecendo nesta faixa por 5 minutos,
totalizando 40 minutos de analise. As areas dos picos e 0s tempos de retencdo foram
determinados através do software LabSolutions da Shimadzu. Os AGs identificados foram
baseados em comparagéo aos tempos de retengdo com o padrdo FAMES.

Os resultados obtidos foram submetidos anélise de variancia (ANOVA) e a comparagao
de médias dos tratamentos feitas pelo teste de Tukey, adotando o nivel de significancia de 5%.
As andlises estatisticas foram feitas por meio do programa SAS Statistical Analysis Systems
(SAS, 2002) verséo 9.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Area percentual do perfil de acidos graxos

A tabela 2 apresenta a composicdo em lipidios totais, 0 somatorio e a razdo entre 0s
grupos de &cidos graxos de leite de ovelhas lactantes criadas em pastagem tropicais submetidas
a diferentes metodos de extracdo de lipidios. O método de Bligh; Dyer apresentou o melhor
rendimento dentre os métodos analisados, sendo que 0 método 4 foi o que apresentou o melhor
rendimento quando comparado ao método 1. Na composicéo lipidica do leite foram detectados
em média 43,0% (AGS), 28,9% (AGI), 26,2% (AGMI), 2,1 (AGPI) e, 0,7% (AGI/AGS).

TABELA 2 - Valores percentuais da composicdo dos acidos graxos presentes no leite ovino

Acido graxo Método1l Método2 Método3 Método4 EPM P
C4:0 (butirico) 1,1 1,1 1,6 1,5 0,02  0,2447
C6:0 (caproico) 0,7 1,2 1,2 1,2 0,03 0,5151
C8:0 (caprilico) 0,5° 1,12 1,02 1,12 0,05 0,0091
C10:0 (caprico) 1,6° 3,7% 3,1° 3,52 0,02 <0,001
C12:0 (laurico) 0,8° 2,22 1,5° 1,78 0,02 <0,001
C14:0 (miristico) 2,8¢ 48" 46" 5,32 0,03 <0,001
C16:0 (palmitico) 11,7¢ 16,0¢ 17,5° 20,12 0,20 <0,001
C16:1 (palmitoléico) 0,4 0,7 0,8 1,1 0,14 0,1120
C17:0 (heptadecandico) 0,7 0,6 0,7 0,9 0,11  0,5769
C18:0 (estearico) 9,5¢ 16,3 13,3¢ 15,5° 0,08 <0,001
C18:1n9c (oléico) 20,7¢ 19,4¢ 27,1° 33,12 0,06 <0,001
C18:2n6¢ (linoléico) 1,0° 1,9 1,3% 1,6% 0,05 0,0014
FAs identificados 53,5¢ 71,5°¢ 76,7° 87,22 0,70  <0,001
Compostos nédo

o 46,52 28,5° 23,3°¢ 12,8 ¢ 0,37 <0,001
identificados

Soma e proporcgao

> AGS 29,4 ¢ 47,0° 454 °¢ 50,2 2 0,38 <0,001
Y AGI 22,6 ¢ 245¢ 31,3° 37,08 0,06 <0,001
Y AGMI 21,4 ¢ 20,5¢ 28,2° 34,62 0,12 <0,001

> AGPI 1,5° 26° 1,7 252 0,06 <0,001
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AGI/AGS 0,8 0,5 0,7 0,7 0,04 0,3596

* Acidos graxos (AGs) com valores percentuais menores que 0,5% n&o foram descritos na
tabela, mas foram contabilizados no percentual total do método de quantificagdo. Y AGS =
soma dos acidos graxos saturados; Y AGI = soma de acidos graxos insaturados; Y AGMI =
soma dos acidos graxos monoinsaturados; >, AGPI = soma de acidos graxos poli-insaturados;
AGI/AGS = razdo entre acidos graxos insaturados e saturados; EPM = erro padrdo medio;
Médias seguidas de letras mindsculas na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(P <0,05).

Por outro lado, ao comparar o método 4 deste trabalho com estudos anteriores, é possivel
confirmar que a matriz do leite ovino possui o0s acidos graxos C16:0 (acido palmitico), C18:0

(&cido estearico) e C18:1n9c (acido oléico) como majoritarios em sua composicao (Tabela 3).

TABELA 3 - Valores percentuais da composic¢ao dos &cidos graxos de leite ovino

presentes no método 4 em comparacao com estudos anteriores

Acidos Método 4 Aguilar ~ Zeolaet Djordjevic Kasapidou
Graxos etal, 2014 al, 2015 etal. 2019 etal., 2021
C4:0 1,5 1,18 1,43 8,00 1,60
C6:0 1,2 1,36 2,16 5,00 1,84
C8:0 1,1 1,62 3,05 4,00 6,89
C10:0 35 5,92 11,45 6,00 4,65
C12:0 1,7 3,99 7,46 5,00 2,58
C14:0 53 11,43 13,55 10,00 12,50
C16:0 20,1 28,55 27,60 22,00 29,55
Cl16:1 11 1,40 1,38 N.A. 1,20
C17:0 0,9 0,76 0,52 N.A. 0,70
C18:0 15,5 11,64 5,59 10,00 8,73
C18:1n9c 331 19,64 16,19 22,00 20,19
C18:2n6c¢ 1,6 2,22 3,74 4,00 2,66
> AGS 50,2 67,78 74,42 N.A. 70,69

Y. AGI 37,0 31,62 25,43 N.A. 29,32
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> AGMI 34,6 27,51 20,16 N.A. 24,63
> AGPI 2,5 4,11 5,27 N.A. 4,69
AGI/AGS 0,7 0,47 0,34 N.A. 0,41

Acidos graxos (AGs) com valores percentuais inferiores a 0,5% ndo foram
descritos na tabela, mas foram contabilizados no percentual total do método de
quantificagdo. ) AGS = somatorio acidos graxos saturados; Y AGI = somatorio
acidos graxos insaturados; > AGMI = somatorio &cidos graxos monoinsaturados;
> AGPI = somatorio acidos graxos poli-insaturados; AGI/AGS = razdo entre
acidos graxos insaturados e saturados.

4. DISCUSSAO

4.1. Determinacéo dos lipidios ou gordura total

Apesar de existirem métodos analiticos de extragdo de lipidios recomendados para cada
classe de alimentos, estes estdo em constante avaliacao técnica devido a necessidade de se levar
em conta o custo, eficiéncia de extracao, toxicidade, disponibilidade, qualidade do produto final
(AMORES; VIRTO, 2019). Além disso, devido & complexidade, uma analise completa de todos
os lipidios presentes na amostra de leite requer mais de um instrumento e, portanto, a escolha
deste instrumento depende dos objetivos do estudo (RYDLEWSKI et al., 2020).

Assim, tomando como base as metodologias descritas por estudos anteriores
(AGUILAR et al., 2014; ZEOLA et al., 2015; DJORDJEVIC et al., 2019; KASAPIDOU et al.,
2021) foram feitas as devidas modificacGes no procedimento de extracdo de lipideos do leite
ovino, pois ha etapas do processo no qual existia possibilidades de aprimoramento ou a
necessidade de adequacéo a nossa rotina laboratorial.

Neste sentido, as condi¢des experimentais para a extracdo de lipideos foram baseadas
em diferentes formas de encontrar as proporcGes de hexano e cloroférmio-metanol que
renderiam uma maior extragdo quantitativa de lipidios.

No método in situ, em que ocorre uma Unica etapa de extracdo e esterificacdo dos
lipidios de forma direta, podemos observar a identificacdo de 15 acidos graxos, sendo que 0
acido oléico ocorre em maior propor¢do. Entretanto, esse método conseguiu identificar em
média 54% dos picos cromatograficos, isto porque solventes apolares (n-hexano) ndo tem a
mesma eficiéncia para extrair lipidios que os com solventes polares (BRUM; FERRAZ,;
REGITANO-D"ARCE, 2009). Uma segunda razdo seria o fato de que a solubilidade dos
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lipidios polares é menor em solventes hidrocarbonetos, tais como n-hexano, do que em
cloroférmio (BRUM; FERRAZ; REGITANO-DARCE, 2009).

Quanto as diferentes dilui¢Ges (5, 10 e 15 mL da solugéo extratora cloroférmio-metanol-
agua 2:1:1 (v/viv)) utilizadas neste ensaio, observa-se que o percentual de &cidos graxos
identificados aumenta com o volume do solvente extrator. Assim, 0 método que utiliza 15 mL
da solucdo extratora identifica em média 87,2% dos picos cromatograficos e apresenta 0 menor
percentual de compostos nado identificados (12,8%).

Este bom rendimento observado para os lipidios totais, proporcionado pelo método de
Bligh; Dyer pode ser explicado pela ampla faixa de polaridade que este apresenta pela mistura
de solventes utilizados. Assim uma vantagem apresentada pelo uso do cloroférmio e metanol,
é destes serem mais polares que o n-hexano e, dessa forma, ha uma extracdo mais eficiente de
lipidios polares e apolares (RYDLEWSKI et al., 2020).

4.2. Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de loniza¢do de Chama (GC-FID)

O GC-FID é o método de separacdo e determinacdo mais utilizado, por ser de facil
manutencdo e barato (quando comparado a outros detectores), além dos ésteres metilicos de
acidos graxos (EMAGs ou FAMEs - fatty acid methyl esters) poderem ser facilmente
identificados e detectados. A identificacdo dos EMAGs é feita baseando-se na ordem de eluicéo
e no tempo de retencdo destes analitos (RYDLEWSKI et al., 2020).

No entanto, a GC-FID possui uma desvantagem, ela deve ser limitada a amostras
volateis e termicamente estaveis, assim sendo para analitos ndo volateis, uma etapa prévia de
derivatizacdo € necessaria, a fim de transforméa-los em compostos volateis (RYDLEWSKI et
al., 2020). Alem disso, esta analise pode degradar lipidios sensiveis a altas temperaturas, que
por consequéncia podem deixar de ser identificados (RYDLEWSKI et al., 2020).

Com base nessa optica, apds 0 processo de extracdo as amostras dos métodos 2, 3 e 4
foram submetidas ao processo de derivatizacdo, com intuito dos triglicerideos serem
transformados em esteres metilicos de &cidos graxos. E iniciou-se a programacdo a uma
temperatura inferior ao ponto de ebulicdo do componente mais volatil presente na amostra,
decorrido a taxa de aquecimento de 10°C/min., sendo que a segunda escala de temperatura a
140°C serviu para auxiliar na eluicdo de ésteres de &cidos graxos com ponto de ebuli¢do

intermediarios, ou seja, ndo tdo volateis como os anteriores. Por fim, a Gltima escala de
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temperatura utilizada foi a de 250°C para permitir que ésteres de &cidos graxos metilicos de
maior ponto de ebulicao fossem eluidos por ultimo (FENG; LOCK; GARNSWORTHY, 2004).

Deste modo, através GC-FID foi possivel determinar o perfil cromatografico dos acidos
graxos constituintes no leite ovino, sendo que cerca de 68,7 % dos AGs totais encontrados no
leite foram o &cido palmitico 20,1%, estearico 15,5% e oléico 33,1%; o total de SFA
representou 50,2 % do total de AGs, ja o contetdo de UFA foi de 37 %. Estes resultados
concordam com os relatados por Inostroza et al. (2020) que investigaram a composicao e a
distribuic@o dos lipidios durante a lactagdo de ovelhas crioulas Araucana criadas em sistemas
de pastagens. Encontram através GC-FID em média 58,9% de SFA, 36,5% de MUFA, sendo
que 74,5% da composicao lipidica estava presente os acidos graxos palmitico C16: 0 (26,8%),
estedrico C18: 0 (18,3%) e oléico C18: 1n (29,4%), respectivamente apos 90 dias de lactagéo.

Ao comparar 0 método 4 (15 mL de mistura extratora) nesse trabalho com estudos
anteriores, foi possivel observar que as amostras de leite analisadas apresentaram maior
guantidade de acidos graxos insaturados. Similarmente, os resultados obtidos demonstram que
0 acido oléico (C18:1n9c) apresentou um maior percentual quando comparado aos valores da
literatura.

Neste sentido objetivou - se nesse estudo de comparar diferentes métodos de extracao
para lipidios totais e avaliar o efeito destas metodologias sobre a composicdo guantitativa de
acidos graxos (por meio de fatores de resposta do detector de ionizacdo de chama e padrdes
internos) em leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais. Nossa hipétese foi de
validar a técnica que melhor expressasse o conteudo lipidico total do leite de ovelhas lactantes
criadas em pastagens tropicais, apresentando um método que garanta a eficiéncia e a
reprodutibilidade dos resultados, uma vez que esta gera subsidios para padronizacdo de

metodologia em diversos laboratdrios.

5. CONCLUSAO

A metodologia a ser escolhida para a extracdo da fracdo lipidica da matriz do leite de
ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais pode afetar o rendimento dos lipideos
extraidos. Neste estudo, os solventes utilizados nas extracfes influenciaram a eficiéncia da
extragdo. Assim com base nos resultados deste trabalho, quando as fra¢fes lipidicas foram

extraidas, a utilizacdo de 15 mL da mistura extratora foi a que apresentou o melhor resultado,
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0 que demonstra a eficiéncia da metodologia de Bligh; Dyer. Uma vez que os extratos obtidos

com hexano apresentam um menor rendimento em lipidios totais nas amostras analisadas.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Durante a lactacdo a suplementacdo com erva-mate, soja em grao e suas interacées ndo
afetaram a producdo de leite, o desempenho das matrizes e nem ocasionou distarbios
metabolicos. Além disso, adi¢do de erva-mate ndo influencia no perfil oxidativo do leite.
Enquanto que a suplementagdo com soja em grdo melhora o perfil de AG do leite, aumentando
as concentracdes de CLA e de AGPI. Portanto, a associa¢do de soja em grdo e erva-mate ajuda
a melhorar a qualidade da gordura do leite de ovelhas criadas em pastagens tropicais, como
mostrado pela atividade antioxidante pelo método por DPPH, embora ndo ajude a prevenir a
oxidacgéo do leite rico em AGPI.

A metodologia escolhida para a extracdo da fracdo lipidica pode afetar a quantidade
extraida e a qualidade oxidativa do leite. Ja que os solventes utilizados nas extracdes do 6leo de
um tecido animal devem ser escolhidos conforme as caracteristicas intrinsecas (quimicas e
fisicas) da matriz. Assim em relacdo as metodologias de preparacdo de ésteres metilicos de
acidos graxos a metodologia Bligh e Dyer foi a que apresentou o melhor resultado quando
comparada a metodologia in situ. Quanto a quantificacdo dos acidos graxos na fracéo lipidica
da matriz do leite de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais recomenda-se a utilizacéo
de 15 mL da mistura extratora (cloroférmio-metanol-a4gua na proporcéao de 2:1:1), uma vez que
0s extratos obtidos com hexano apresentam um menor rendimento em lipidios totais. Desta
forma, o método Bligh e Dyer e utilizacdo de 15 mL da mistura extratora é o recomendado para
as avaliacGes do conteudo lipidico, especialmente na determinacéo de &cidos graxos em leite
de ovelhas lactantes criadas em pastagens tropicais.



