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Resumo

Este estudo avaliou o efeito da suplementacgdo dietética com a microalga Schizochytrium
limacinum sobre a produtividade, a composicdo quimica, o perfil de acidos graxos e
capacidade antioxidante do leite de vacas em lactacdo mantidas em sistema de producéo
organica. Qito vacas foram mantidas em pastagem e receberam suplemento de roldo de
milho (CTL n=4) com adi¢do de 100 g de microalga (ALG n=4) diaria por vaca. A
producdo de leite ndo foi alterada (P = 0,787), bem como a composicédo (P > 0,05), exceto
o0 percentual de gordura que tendeu a reduzir com o uso de microalgas (P = 0,084). As
medidas antioxidantes de ACAP e TBARS do sangue e leite ndo apresentaram diferenca
significativa (P > 0,05). Uso de microalga causou redu¢do (P < 0,0001) do teor de &cido
estedrico em 2,46 vezes e aumento de acido vacénico (P < 0,0001) e CLA (P = 0,0196)
na gordura do leite na ordem de 3,3 e 1,8 vezes, respectivamente. Também aumentou os
teores totais de AGPI (P = 0,048), da relacdo AGPI/AGMI (P = 0,013) e tendeu a
aumentar a relacdo AGPI/AGS (P = 0,073). O uso de microalgas ricas em o 3
demonstrou ser um método adequado de enriquecimento do leite organico, sem afetar
negativamente a producéo de leite e de seus componentes e sem no entanto favorecer
a oxidacao do leite.

Palavras-chave: antioxidante, acidos graxos poli-insaturados, enriquecimento do leite,
suplementacéo lipidica



Supplementation diet with microalgae (Schizochytrium limacinum) to lactating
cows under organic production system.

Abstract

This study aimed to evaluate microalgae supplementation of Schizochytrium limacinum
to dairy lactating cows rearing under organic production system and its effects on milk
yield and composition, fatty acid profile and antioxidant capacity of milk and serum.
Eight lactating cows were kept in pasture and divided in two groups: fed corn cob as
supplement twice a day during milking (CTL n=4) and corn cob mixed with 100 g of
microalgae (ALG n=4) per cow daily. Milk yield did not change (P = 0.787) when
microalgae was used as well as milk composition (P > 0,05), except the percentage of
milk fat that tended to decreased in ALG treatment (P = 0.084). Antioxidant parameters
of serum and milk ACAP and TBARS were not affect between treatments (P > 0.05). The
level of stearic acid in the milk of cows fed ALG was lowered (P < 0.0001) 2.46-fold,
whereas levels of vaccenic acid (P <0.0001) and CLA (P = 0.0196) were elevated by 3.3
and 1.8-fold, respectively. Also, increased on polyunsaturated FA (P = 0.048),
PUFA:MUFA ratio (P = 0.013) were observed in ALG treatment, while MUFA:SFA ratio
showed a tendency to increased (P = 0.073). Microalgae rich in dmega-3 showed as a
reliable tool that successful enrichment of organic milk without negatively affecting
productivity, milk composition and antioxidation status.

Key-words: antioxidant, milk enrichment, polynsaturated fatty acids, lipid
supplementation
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1 INTRODUCAO

O interesse em produtos organicos tem aumentado em todo o mundo, em razéo
da recente preocupacdo dos consumidores com a seguranca alimentar e com a
degradacdo do meio ambiente causada pelo uso de substancias quimica com capacidade
residual (Dragincic et al., 2015).

No mundo s&o aproximadamente 43,7 milhdes de hectares cultivados de forma
organica, sendo 40% na Oceania, 27% na Europa, 15% na América Latina, 8% na Asia,
7% na América do Norte e 3% na Africa. No entanto, quando se avalia em termos da
razdo entre a area onde se realiza a agricultura organica e a area agricultavel total, os
valores sdo ainda modestos, pois atualmente esta razdo em nivel mundial é de apenas
1%, com maior destaque a Oceania (4,1%) e Europa (2,4%) (Willer e Lernoud, 2016).

Em 2017, a area de producdo de organicos no Brasil chegou a 1,1 milhdes de
hectares, quase o dobro do que havia ha quatro anos (MAPA, 2018). Paises como
Estados Unidos, Alemanha, Franca e Inglaterra apresentam-se como grandes varejistas
alcancando valores expressivos (Willer e Lernoud, 2016). Segundo a Organic Trade
Association (OTA, 2018) 83% das familias norte americanas compram produtos
organicos, o que representam 5% do total de vendas dos alimentos no varejo.

Os sistemas organicos de producdo de leite sdo modelos que buscam a
sustentabilidade da producdo, que preconizam praticas de manejo e menor dependéncia
de insumos externos a propriedade. Leva em conta a adaptacdo as condi¢des regionais,
usam praticas zootécnicas e agronémicas, métodos mecanicos e bioldgicos, em
detrimento do uso de materiais sintéticos, sem deixar de lado a seguranca, a
produtividade e a rentabilidade para o produtor, onde todos os principios de uso
responsavel dos recursos naturais podem ser aplicados (Soares et al., 2006).

O apelo pelo leite orgénico criou uma crescente participacdo de mercado nos
ultimos anos. Nesta situa¢do, muitas regides agricolas do mundo experimentaram uma
revolugdo orgénica para responder a essa demanda. Em 2015, até 12% de todos os
produtos lacteos pertenciam ao mercado dos produtos lacteos organicos da Unido
Europeia (Willer e Lernoud, 2017). A producdo de leite orgénico foi de 4,4 milhdes de

toneladas em 2015, o que é quase o dobro do volume de 2007. No entanto, ainda ha
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oferta insuficiente devido a producdo limitada em sistemas organicos, e assim o preco
do litro de leite é adquirido por valores atrativos (Mcfadden e Huffman, 2017).

Além da crescente busca dos consumidores por produtos com comprovada
rastreabilidade de qualidade desde a origem e com menor uso de insumos quimicos e
agrotoxicos (Cusatto et al., 2014), a demanda de produtos enriquecidos que tenham
beneficios adicionais a satde também é um nicho de mercado em expanséo.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), alimento
enriquecido ou fortificado € todo aquele ao qual for adicionado um nutriente com a
finalidade de reforcgar seu valor nutricional, seja repondo quantitativamente os nutrientes
destruidos durante o processamento do alimento, seja suplementando-0s com nutrientes
em nivel superior ao seu contedo normal. O enriquecimento do leite a partir do
fornecimento de fontes concentradas de 6mega 3 pode ser uma alternativa para
diferenciar o produto no mercado. Neste sentido a procura por produtos com maiores
niveis de 4acidos graxos poli-insaturados (AGPI), especialmente em paises
desenvolvidos e classes sociais melhor remuneradas (Zymon et al., 2014) tem sido
crescente. Os AGPI o3 tem sido pesquisados na nutricdo humana pelo seu papel critico
na funcdo e estrutura do cerebral e saude (Mischoulon e Freeman, 2013), bem como
protetor contra doencas cardiovasculares e potencializador do sistema imune (Fard et
al., 2018).

Excelente fonte de AGPI 3 essenciais, especialmente acido eicosapentaenoico
(EPA) e acidos docosaexaendico (DHA) € o oOleo de peixe (Kolanowski e Laufenberg,
2006), porém o consumo per capita de peixe no Brasil é de apenas 9,5 kg, perante média
mundial de 20 kg (FAO, 2018). Dessa forma, a estratégia de enriquecimento de produtos
de origem animal com AGPI w3 pode ser uma alternativa para alcangar os niveis de
ingestdo recomendados (250 a 500 mg por dia) (Kus, 2010).

Um produto a ser enriquecido é o leite, sabe-se que a atividade leiteira vem
ampliando seu volume produtivo ano apds ano, especialmente na regido Oeste
Catarinense (IBGE, 2018), promovendo mudangas nos sistemas de producéo,
incorporando novas tecnologias as suas unidades produtivas. Dentre as técnicas, a
producdo de leite & base de pastagem ganha destaque por ser um dos sistemas produtivos
que se enquadra as técnicas de producéo ecoldgica, e € uma das bases para a produgéo

de leite orgénico.
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A producdo de leite a partir do consumo predominante de forragem fresca
aumenta o contetido de AG ndo saturados, benéficos a satide, quando comparado a leite
de vacas em confinamento (Vahmani et al., 2013a), porem a gordura do leite é
praticamente desprovida de AGPI w3, especificamente EPA e DHA (Vahmani et al.,
2013b).

Fonte de AGPI ®3 que tem sido muito pesquisada na ultima década, as
microalgas heterotroficas (produzidas por meio de biorreatores) sdo fonte,
principalmente de DHA, e sdo utilizadas como estratégia nutricional para o
enriquecimento do leite bovino (Glover et al., 2012; Stamey et al., 2012; Sinedino et
al., 2017; Till, 2018).

Partindo do principio que consumidores buscam produtos de qualidade, produtos
organicos e produtos enriquecidos, objetivou-se em juntar estas qualidades a um dnico

produto, obtendo-se entdo um leite de qualidade, orgénico e enriquecido.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producéo de leite orgénico

Ressalta-se que a producdo de leite organico ndo € prética tdo difundida no
Brasil, sendo bastante restrita principalmente devido as dificuldades técnico-produtivas
e de valorizacdo do produto (Nogueira et al., 2018).

A certificacdo organica assegura um sistema com procedimentos bem definidos
e regulados por normas. Duas entidades, o International Federation of Organic
Agriculture Movement (IFOAM) e o Codex Alimentarius tentam estabelecer padrdes
internacionais minimos para o sistema de producdo organico, com vistas a reduzir
assimetrias e promover o comércio entre os paises (Nogueira et al., 2018).

Na producdo organica pressupde-se que, além de primar pela saide animal, é
necessario que o pecuarista esteja preocupado com a preservacdo ambiental e ofereca
boas condi¢des de trabalho e de vida a seus funcionarios (Soares et al., 2014). Por isso,
€ preciso observar que este sistema ndo e obtido somente na troca de insumos quimicos

por insumos organico, bioldgico ou ecoldgicos, mas também cuidados com a
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alimentacdo do rebanho, as instala¢cGes e 0 manejo humanitério, a escolha de animais, a
sanidade e até os cuidados higiénicos sanitarios durante o processamento e
empacotamento do produto (Aroeira et al., 2003).

Além disso, leva-se em consideracdo o bem-estar do animal e da familia como
um todo, bem como a salde de quem vai consumir 0s produtos, respeito a0 meio
ambiente e a auséncia do uso de agrotoxicos (Nogueira et al., 2018).

Contudo, ¢é imprescindivel destacar que os sistemas de producdo organicos
envolvem uma visdo holistica da propriedade, onde animais e vegetais se mantém num
manejo integrado em harmonia, reciclando nutrientes e gerando relagdes quimicas e
bioldgicas complexas. Essas relagdes necessitam ser esclarecidas de maneira cientifica,
para agregar tecnologias as cadeias produtivas e diminuir o empirismo que envolvia a
producdo organica, proporcionando o avanco do conhecimento e maior oferta nos
mercados nacionais e internacionais (Soares, 2014).

Os maiores entraves para o desenvolvimento da producdo orgénica de leite
referem - se a producdo de forragem e cereais para a alimentacao animal, e a sanidade
animal. Para a alimentacdo a limitacdo se da face ao pequeno tamanho das propriedades,
a escassez de concentrado organicos para suplementagéo alimentar durante o periodo de
menor oferta de forragens, a baixa fertilidade do solo nas éareas de pastagens, a baixa
adocdo da prética da adubacdo verde e ao clima desfavoravel em determinadas épocas
do ano (Soares, 2006).

Por outro lado, existe uma série de alimentos alternativos, ndo convencionais
com caracteristicas organicas que podem ser produzidos nas propriedades rurais
organicas com objetivo de diversificagdo ou rotacdo de culturas, fixacdo de nitrogénio,
gestdo do nitrogénio e do carbono, melhoria da estrutura do solo, sendo combinados
para producdo de racdes de ruminantes, entre eles a mandioca, os feijoes silvestres, a
cana-de-acucar, o farelo de arroz, o farelo de trigo, soja orgénica, milho orgéanico e as
pastagens consorciadas (gramineas e leguminosas) (Aroeira et.al., 2003). Da nutricdo
dos animais em manejo organico, de acordo com o Art. 29 da legislacdo federal, os
animais deverdo utilizar alimentacdo da propria unidade de producdo ou de outra sob
manejo organico, sendo permitido até 15% da MS de alimento ndo orgéanico, néo

podendo ser o alimento de origem transgénica.



14

Os aditivos e os auxiliares tecnoldgicos utilizados devem ser provenientes de
fontes naturais e ndo poderdo apresentar moléculas de DNA / RNA recombinante ou
proteina resultante de modificacdo genética em seu produto final. Outras substancias
podem ser utilizadas se estiverem de acordo com a legislacao e estabelecidas no plano
de manejo organico (MAPA, 2011).

Cabe enfatizar que o processo de certificacdo da producdo organica animal
compreende um periodo de aproximadamente 18 a 24 meses, de acordo com a LEI N°
10.831, DE 23 DE DEZEMBRO DE 2003 (Brasil, 2003).

2.2 Alimentos nutracéuticos

O termo nutracéutico vem de “nutri”, nutriente e “céutico” de farmacéutico, ou
seja, alimentos que nutrem e promovem a salde por meio da prevencao e/ou tratamento
de doencas, mas ndo é reconhecido como categoria de alimentos pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria- ANVISA. No entanto vem sendo utilizado por alguns cientistas
no sentido de mostrar o alimento com acdo de medicamento, ou seja, retornando aos
escritos de Hipdcrates (460-370 AC) que ja afirmava: “Deixe o alimento ser o seu
remédio e o remédio seu alimento” (Cozzolino, 2012).

O nutracéutico ¢ um alimento ou parte de um alimento que proporciona
beneficios médicos e de saude. Tais produtos podem abranger desde os nutrientes
isolados, suplementos dietéticos na forma de cépsulas e dietas até os produtos
beneficamente projetados, produtos herbais e alimentos processados tais como cereais,
sopas e bebidas Andlauer e Furst (2002); Kwak e Jukes (2001a).

Zeisel (1999) definiu nutracéuticos como: suplementos alimentares que contém
a forma concentrada de um composto bioativo de alimento, apresentado separadamente
da matriz alimentar e utilizado com a finalidade de melhorar a satde, em doses que
excedem aquelas que poderiam ser obtidas nos alimentos

Hoje, os consumidores de alimentos estdo mais preocupados com relacdo a
concentracdo de AGS, associada a presenca de colesterol. Esse aspecto é de suma de
importancia no que se refere a composicdo da gordura dos produtos lacteos. O aumento
de AGI, juntamente com a redugdo dos saturados, favoravel a reducdo do colesterol

sanguineo, causaria um impacto positivo na nutricdo humana, mais especificamente na
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prevencdo de doengas cronico degenerativas, além de melhorar a imagem dos produtos
l&cteos junto aos consumidores (Oliveira, 2018).

Entre os beneficios estudados, a microalga por conter EPA e DHA apresenta
beneficios a saide humana como: com capacidade de regulacéo de neutrotransmissores,
neurogénese, sobrevivéncia celular e neuroinflamagéo (Mischoulon e Freeman, 2013)
prevencéo de doencas cardiovasculares e acdo potencializadora no sistema imune (Fard
et al., 2018) com recente atuacdo na prevencdo da ansiedade (Natacci, 2019) objeto de
muitas pesquisas relacionadas a melhora da qualidade de vida.

Em humanos hé a possibilidade da conversdo do acido linoleico em longas
cadeias por dessaturacdo e elongacdo dos AG, e o a-linolénico pode ser convertido em
EPA e DHA. Entretanto, a taxa de converséo € baixa, e diminui ainda mais a medida
que o &cido linoleico aumenta, sendo extremamente importante a ingestdo de fontes de
AG 3 na dieta. (Perini et al., 2010)

No estudo realizado por Stergiadis et al. (2019) o leite orgéanico apresentou mais
AGPI nutricionalmente desejaveis, incluindo o &cido ruménico (CLA) e os acidos a-
linolénico, EPA e DHA, e menor quantidade de &cido palmitico nutricionalmente
indesejavel.

O CLA com isdmeros cis do leite sdo oriundo da biohidrogenagao incompleta
do &cido linoleico (C18:2) no rimen pelas bactérias e acdo das enzimas dessaturases da
glandula mamaria. E um AG muito importante para quem consome, pois apresenta
propriedades anti-mutagénicas, anti-carcinogénicas, anti-diabéticas, anti-obesidade e
anti-hipertensiva, prevencdo de aterosclerose, melhora do sistema imunitério
(Viladomiu et al., 2016). Portanto, aumentar sua concentracdo na gordura do leite,
destinado a producdo de derivados lacteos, através da suplementacéo lipidica é benéfico
(Augustinho, 2017).

A agricultura moderna, ao mudar a alimentagdo animal como resultado de sua
énfase na producdo, diminuiu o contetdo de AG 3 em muitos alimentos: carnes de
animais, ovos e até mesmo peixes. A aquicultura moderna produz peixes que contém
menos AG 3 do que peixes cultivados naturalmente nos oceanos, rios e lagos. Isto
aumenta a dependéncia de ingestdo de outras fontes de AGPI ®3, ou de alimentos
enriquecidos para atender a ingestdo minima diaria preconizada para humanos.
(Oliveira et al., 2010)
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2.3 Microalgas na nutri¢do de ruminantes.

De acordo com Richmond (2004) as microalgas estdo presentes em todos 0s
ecossistemas existentes na terra, representando uma variedade grande de espécies que
vivem em condicBGes extremas. Dentre o grande numero de espécies existentes,
aproximadamente 30.000 foram pesquisadas. Devido a peculiaridade de crescimento,
algumas microalgas foram selecionadas para producdo em larga escala, como a
Chlorella, Spirulina; Dunaliella, Haematococcus, Schizochytrium, Scenedesmus,
Aphanizomenon, Odontella e Porfiridio (Almeida e Menezes, 2017). Com
aplicabilidade para o mercado de nutricdo humana e também animal. As microalgas
utilizadas na nutricdo animal sdo predominantemente dos géneros: Chlorella, Spirulina
e Schizochytrium. O cultivo delas é do tipo heterotrofico, ou seja, ndo realizam
fotossintese, mas recebem alimento para crescer, em fotobiorreatores, sob condigdes
controladas (Embrapa, 2016).

As microalgas, pesquisadas desde a década de 50, sdo fontes de biomassa e
biomoléculas com propdsito alimentar, conhecidas por seu perfil de AGPI, como os 3
- DHA e EPA - ¢ w6 - 4cido araquidénico (AA), e gama-linolénico (GLA). (Connor,
2000).

Segundo Ryckebosch et al., (2014); Spalaore et al., (2006); Chen et al., (2013);
de maneira geral as microalgas sao compostas por: 39-71% de proteina bruta, 10- 57%
de carboidratos, principalmente polissacarideos, celulose e amido e 6-86% de lipidios,
principalmente esterois e AGPI de cadeia longa.

Os beneficios para a saude associados ao consumo de acidos graxos ®3 (4cido
linolénico) e w6 (acido linoleico) sdo massivamente discutidos em todos os meios de
comunicacdo voltados a saude humana. Além desta aplicabilidade, nos ultimos anos
vem se estudando como esses AG podem ser usados na producdo animal, buscando
favorecer este setor (Tomaluski et al., 2018) que por ser um grande produtor de
alimentos esta intimamente ligado com a satde humana.

Pesquisas vem sendo realizadas com a suplementacdo animal, Altomonte et al.
(2018) demonstram a expectativa de crescimento da populagdo mundial e demanda por
alimentos, a pesquisa por alimentos alternativos ao uso daqueles considerados

convencionais na alimentacdo animal adquire relevancia, uma vez que eles, em sua
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grande maioria, fazem parte do cardapio alimentar da populacdo humana e que pode
num futuro préximo se tornar motivo de competi¢do para alimentar “homens e animais”.
Muitos alimentos e aditivos antigamente de uso restrito aos monogastricos, vém sendo
testados, de forma a definir sua aplicabilidade e limitacdo para ruminantes.

Dentre os alimentos alternativos utilizados atualmente na alimentacdo de
ruminantes e monogastricos, destacam-se subprodutos, como os da industria de éleo de
palma e da industria de processamento de milho, beterraba, colza e soja. Além destes, o
uso de alimentos de origem ndo-vegetal, como inseto ja vem sendo pesquisado para
monogastricos como fonte barata de proteina Altomonte et al. (2018); Marques et al.
(2018).

As microalgas também estdo recebendo destaque e interesse das pesquisas
atualmente, com ampla utilizacdo na inddstria alimenticia de animais aquaticos, aves,
suinos, ruminantes e humanos (Marques et al., 2018).

O uso de microalgas em dietas de animais tem efeitos benéficos a salde,
melhorando imunidade, fertilidade e saude geral, além de enriquecer naturalmente da
carne, leite ou ovos diversificando produtos Glover et al. (2012); Silva (2018);
Tomaluski et al. (2018).

Glover et al. (2012) estudaram a adigdo de uma microalga rica em DHA (100
g/dia) nas dietas de vacas leiteiras, contendo pastagens ou silagem de milho como
volumoso. A adicdo de microalgas a dieta ndo afetou o consumo de matéria seca, a
producdo de leite e os teores de proteina e lactose, mas reduziu o teor de gordura do leite
e aumentou as concentracdes de DHA na gordura do leite mais de 4 vezes (0,06 a 0,26
g/ 100 g de AG).

Dentre as microalgas, a Schizochytrium limacinum apresenta bom perfil de
acidos graxos, com 27,20 % do 4cido graxo DHA (do tipo ®3), 54,69 % de acido
palmitico e teor de proteina bruta de 19,22 % (Alltech, 2014).

Segundo Silva (2018) que utilizou a Schizochytrium limacinum na dieta de
cordeiros, a inclusdo de 4% de microalgas com ou sem adicdo de vitamina E ndo alterou
os resultados de consumo, balanco de nitrogénio e desempenho. No entanto, foram
observados maiores digestibilidade do extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro
(FDN) e fibra em detergente &cido (FDA), demonstrando que a microalga pode ser

alternativa para uso na dieta de cordeiros em sistemas de producgéo intensiva.
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Entretanto, essa suplementagcdo modifica a biohidrogenacéo ruminal de C 18: 2
®6 e C18:3 »3, bem como a populagdo microbiana ruminal em ruminantes adultos. O
DHA inibe a etapa final da biohidrogenacdo a C18:0, o que resulta no acumulo de
isdbmeros de C18:1, principalmente C18:1 trans 11. Alguns estudos também observaram
um aumento de C18:1 trans10 apds a suplementagdo dietética de DHA o que pode
indicar uma mudanca a partir da via de biohidrogenacdo principal para a formacéo de
intermediarios como trans 10, as custas de trans 11. Em ruminantes em lactacéo, esses
intermediarios (por exemplo, CLA trans 10, cis 12 - &cido linoleico conjugado) podem
inibir a sintese da gordura do leite na glandula mamaria. (Dewanckele et al., 2018).

Boeckaert et al. (2006), ao avaliarem a taxa de biohidrogenacéo de &cidos graxos
insaturados com inclusédo de algas marinhas Schizochytrium em concentrages de 20,8,
41,6 e 83,3 mg/60kg MS/dia em combinacdo com 20 mg de éleo de girassol ou dleo de
linhaga em ensaios com incubacdes in vitro de 25 mL, constataram diminuicéo gradativa
da biohidrogenacdo do &cido graxo C18:2 @6, com acimulo de C18:1 no liquido
ruminal, corroborando estes resultados em um segundo experimento, em gque aumentos
no acumulo de C18:2 trans 11 cis 15 e, em menor proporc¢do, de C18:1 trans 10 cis 11
foram reportados.

Os mesmos autores supracitados realizaram estudo em vacas leiteiras canuladas
no ramen, e reportaram concentragcdes mais baixas de acidos graxos saturados, enquanto
as concentracbes de acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e AGPI aumentaram
significativamente no liquido ruminal de animais alimentados a base de dietas com
adicdo de 4,3% de microalgas Schizochytrium em comparagdo com o tratamento
controle. A biohidrogenacdo incompleta dos &cidos linoléico (C18:2 ®w6) e linolénico
(C18:3 3) foi observada, resultando em forte acimulo de C18:1 trans 11, C18:1 trans

10, C18:2 trans 11 C15 e C22:6 w3 oriundo da dieta.

2.4 Metabolismo de lipidios nos ruminantes

A dieta dos ruminantes contém geralmente 20 a 40 g de lipidios /kg materia seca
(MS). Os lipidios da dieta destes animais derivam dos alimentos vegetais, que
constituem o principal componente da sua alimentagdo. A fracdo lipidica encontra-se
predominantemente esterificada — galactolipidios e fosfolipidios nas forragens e

triglicerideos nos alimentos concentrados, como os grdos de cereais e bagacos de
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oleaginosas e é constituida principalmente por AGPI, como o acido linolénico nas
forragens ou o acido linoleico em alimentos concentrados (Ferreira, 2016).

Lipidios utilizados na alimentacdo de ruminantes aumentam a capacidade de
absorcéo de vitaminas lipossoluveis, fornecem acidos graxos essenciais importante para
a membrana de tecidos e atuam como precursores da regulagdo do metabolismo, além
de aumentar a eficiéncia dos animais que depositam grande quantidade de gordura em
seus produtos (Gomes, 2018).

A microbiota do rdmen é limitada para utilizacdo de substancias altamente
redutoras como fonte de energia, e 0 uso de acidos graxos sdo restritos para a
incorporacéo celular e propositos sintéticos. Ruminantes e monogastricos diferem na
proporcdo e composicdo de AGPI no tecido adiposo e no musculo porque, enquanto
estes sdo praticamente inalterados durante a digestdo nos monogastricos e incorporados
diretamente nos tecidos, nos ruminantes séo extensamente biohidrogenados pelos
microrganismos do ramen. Esta agdo microbiana resulta, geralmente, em niveis baixos
de AGPI da dieta disponiveis para serem absorvidos nos tecidos corporais, depois de
passarem pelo rimen onde grande parte é transformada em outros AG (Wood et al.,
2008).

Os ruminantes sdo caracterizados pela sua elevada capacidade de transformacao
dos alimentos ingeridos no rimen antes de chegarem ao intestino delgado e serem
absorvidos e utilizados para produzir tecidos ou produtos como carne e leite. Os lipidios
provenientes da dieta sdo extensamente alterados no ramen, pela acdo dos
microrganismos, através de dois processos conhecidos como lipélise e biohidrogenacéo,
sendo este fendmeno responsavel pelo baixo teor de AGPI e alto teor de &cidos graxos
saturados (AGS) nos produtos provenientes dos ruminantes (Demeyer e Doreau, 1999).

Apds a ingestdo ocorre a lipolise, ou igualmente designada por hidrélise, dos
lipidios da dieta por acdo fisica de enzimas, denominadas lipases, associadas a
membrana celular das bactérias (Demeyer e Doreau, 1999), liberando glicerol, galactose
e AG. Estas enzimas hidrolisam preferencialmente as ligacdes éster dos triglicerideos,
fosfolipidios e glicolipidios, levando a producéo de diglicerideos e &cidos graxos livres
(AGL) (Shingfield et al., 2010). A galactose e o glicerol s&o fermentados e prontamente
metabolizados passando a acidos graxos de cadeia curta (Oliveira, 2007). Os AGPI

provenientes da dieta sdo liberados durante a lipdlise, e ficam disponiveis para o
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processo de biohidrogenacdo. A extensdo da lipolise depende da natureza da gordura
fornecida, sendo que os 6leos vegetais sdo hidrolisados quase a totalidade (Bessa, 2015).

A biohidrogenacéao refere-se ao conjunto de metabolizacdes que os acidos graxos
insaturados podem sofrer no rimen, e incluiu ndo sé as hidrogenac@es, mais também as
isomerizagdes que as acompanham. Os lipideos quando entram no rimen fazendo parte
dos constituintes vegetais terdo sua liberacdo conforme vai ocorrendo 0 processo
fermentativo dos demais componentes como carboidratos, proteinas e fibra. Como néo
sofrem processo de fermentacdo, podera em algumas situacfes passarem sem grandes
alteracbes pelo ramen, mas grande parte destes sofrerd acdo por parte das bactérias
ruminais num processo chamado de hidrélise e outro denominando biohidrogenacao. Sé
posteriormente a hidrolise € que ocorre a biohidrogenacao ruminal dos AGPI, uma vez
que para que esta ocorra € necessario que os acidos graxos se encontrem na sua forma
livre (n&o esterificada) (Ferreira, 2016).

A partir dessa exposi¢do ao meio os lipideos sdo rapidamente hidrolisados por
acao das enzimas lipases bacterianas e com contribuicdo por parte dos protozoarios do
ramen, fungos ou saliva e lipases das plantas. A hidrolise dos lipideos é extracelular, e
o glicerol e os agucares que sao liberados séo rapidamente fermentados a acidos graxos
volateis (Berchielli et al., 2006).

Os acidos graxos devem estar na forma ndo esterificada ou livres para que ocorra
a biohidrogenacdo. Esta transformacdo consiste em saturar os &cidos graxos com
ligacGes duplas (insaturados) colocando hidrogénio na cadeia carbdnica ficando apenas
com ligacBes simples. Certos acidos graxos, especialmente os poliinsaturados, séo
toxicos para as bactérias ruminais. As mais susceptiveis sdo as bactérias Gram positivas,
metanogénicas e protozoarios. A toxicidade esta relacionada a natureza anfipatica dos
acidos graxos, ou seja, aqueles que sdo soluveis, tanto em solventes organicos como em
agua, sdo mais toxicos. Portanto, como um mecanismo de defesa, a biohidrogenacao
torna-se um evento muito importante no rimen, portanto, o extensivo metabolismo dos
acidos graxos insaturados no ramen resulta como principal produto o acido esteéarico,
gue passara ao abomaso e ao intestino onde sera absorvido (Jenkins, 2008). O normal
processo da biohidrogenacéo dos acidos oléico, linoleico e linolénico formara acido

estearico, mas em algumas ocasides ocorrem alteracGes nessa rota e o produto final
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poderd ser alguns 4&cidos graxos trans como consequéncia da incompleta

biohidrogenacéo daqueles acidos graxos (Gonzales et al., 2006).

2.5 Dieta e composicdo do leite

A adicéo de lipidios na dieta de animais lactantes tem recebido atengdo nos
ualtimos anos, principalmente devido ao aumento da producdo de leite e consequente
necessidade de se aumentar o nivel de energia na alimentacéo (Santos, 2016).

Para aumentar a concentracdo energética da dieta, € necessario aumentar a
propor¢éo de alimentos concentrados. Contudo, o fornecimento méximo de concentrado
deve ser limitado, respeitando a necessidade de um nivel minimo de fibra para o
funcionamento ideal do rimen-reticulo e manutencdo dos teores de gordura do leite
(Santos, 2016).

A relagdo volumoso:concentrado é importante, pois a sua queda causa
incremento na quantidade de carboidratos ndo fibrosos de alta fermentabilidade ruminal
(especialmente amido), que provocam reducdo no pH ruminal mediante o aumento dos
acidos organicos produzidos. Consequentemente, pode ocorrer reducdo na formacao de
precursores (glicose, acetato, B-hidroxibutirato a partir de butirato) para a sintese “de
novo” na glandula mamaria, resultando em reducdo dos AGs de cadeia curta e média
(C6:0 a C16:0) e aumento na proporcao de AGs de cadeia longa (C18:1 e C18:2).

Estima-se que 25% dos acidos graxos do leite de vacas sdo provenientes da dieta
e 50% do plasma sanguineo. A glandula mamaria de ruminantes sintetiza quantidades
muito pequenas de AG a partir da glicose, pois apresenta atividade muito baixa da
enzima citrato liase. Isto faz com que o citrato proveniente do metabolismo da glicose
na glandula mamaria seja transformado muito lentamente em acetil CoA, o qual é
utilizado na sintese de acido graxo. O acetil CoA utilizado pela glandula mamaria dos
ruminantes para a sintese de gordura se forma fundamentalmente apartir do acetato, no
citoplasma. Estima-se que 30% dos carbonos da gordura do leite sejam provenientes do
acetato. (Gonzélez, 2001)

Além disso, a queda do pH ruminal reduz imediatamente a lipdlise e a

biohidrogenacgdo ruminal dos &cidos graxos. Dessa forma, h4d aumento no fluxo de
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acidos graxos insaturados C18:1 trans para o intestino delgado e para a glandula
mamaria (Palmquist e Beaulieu, 1993).

O uso de dleo em ragdes para ruminantes apresenta efeitos desejaveis, como
inibicdo da producéo de metano, reducdo da concentracdo de NH3 ruminal, aumento na
eficiéncia da sintese microbiana e aumento de CLA no leite, que tem sido considerado
um importante agente anticarcinogénico (Lin et al.,1995). Por outro lado, o Oleo
apresenta efeitos indesejaveis, como a reducdo na digestibilidade da matéria seca (MS)
e reducdo da gordura do leite (Vargas et al.,2002)

No entanto, alguns tipos de gorduras suplementares podem alterar a composi¢éo
e as caracteristicas fisico-quimicas do leite, como no caso daquelas com elevado teor de
acidos graxos insaturados (AGI). Santos et al., (2001), quando estudaram o efeito de
fontes de lipideos (6leo de soja e soja integral moida) sobre o perfil de acidos graxos da
gordura do leite, principalmente sobre a concentracdo de CLA, observaram que a
suplementacdo com Oleo de soja aumentou o percentual de CLA, comparada a
suplementacdo com grdo de soja. Isto ocorreu, provavelmente, devido ao fato de os
acidos linoléico e linolénico estarem mais disponiveis para serem biohidrogenados e,
assim, formarem o CLA durante a fase de isomerizag&o. 1sso demonstra que a adi¢éo de
6leo ndo protegido a dieta aumenta o teor de CLA, conforme observado por Mcguire et
al. (1996) e Griinari et al. (1996).

Segundo Griinari et al. (1998), situacGes dietéticas em que o ambiente ruminal
é alterado, por exemplo, baixa fibra fisicamente efetiva e alta quantidade de gréos
podem reduzir o pH ruminal e alterar a populagdo microbiana causando desvio das rotas
usuais de biohidrogenacdo ruminal, alterando a formacdo de cis-9 trans-11 C18:2 e
trans-11 C18:1 para a formacdo de trans-10 cis-12 C18:2 e trans-10 C18:1 como
principais intermediarios da biohidrogenacéo do acido linoleico.

Os isémeros C18:2 trans-10 cis-12 e C18:1 trans-10 estdo envolvidos na inibi¢do
da atividade das enzimas acetil CoA carboxilase e &cido graxo sintetase na glandula
mamaria, responsavel pela sintese de novo dos AG com até 16 carbonos Piperova et al.,
(2000); Baumgard et al., (2002). AG com insaturagdo conjugada ndo sao normalmente
constituintes da dieta do rebanho leiteiro. O CLA é formado no rimen como um
primeiro intermedidrio da biohidrogenacdo do acido linoleico pela enzima é&cido

linoleico isomerase, proveniente de bactérias anaerdbicas ruminal Butyrivibrio
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fibrisolvens, Butyrivibrio hungatei e Clostridium proteoclasticum que isomeriza o acido
linoleico, preferencialmente para as formas cis 9 e trans 11 Kepler et al. (1966); Parodi
(1997). Os protozoarios ciliados tem sido apresentados como participantes da
biohidrogenacdo ruminal, tendo sua populacédo reduzida quando houve suplementacéo
com microalgas (Boeckaert et al., 2007).

A composicao de &cidos graxos do leite integral em sistema orgénico em relagdo
ao sistema convencional a pasto e confinado foi comparado por Jahreis et al. (1997) e
Bergamo et al. (2003). O leite organico apresentou maior contetdo de CLA - 0,80% do
total de &cidos graxos em comparagdo com 0,34% do convencional confinado e 0,61%
do sistema convencional a pasto. De acordo com estes autores, a razdo para 0 maior
conteddo de CLA no leite organico se deve ao maior teor de AGPI presentes na dieta de
animais manejados nesse sistema. Este permitiria a possibilidade de maior formacao de
CLA pela biohidrogenagdo das bactérias ruminais. Outra razdo seria 0 maior teor de
fibras da dieta organica que também influencia a biohidrogenacéao, produzindo maiores
concentracdes de CLA.

A gordurado leite é sintetizada a partir dos AG obtidos de diferentes fontes como
a dieta, mobilizacdo de gordura do tecido adiposo do préprio animal ou até mesmo da
sintese propria através de recessos bioquimicos realizados na glandula maméria
(Martinez, 2009).

De acordo com Peres (2001), a gordura do leite € um componente abundante e
muito variavel, sua concentracdo e composicao sofrem maior influéncia da nutricéo e
condicBes ambientais do que as demais fracbes e é composta, primariamente, por
triglicerideos que constituem aproximadamente 98% do total da gordura do leite.

Segundo Abreu (1993), os AG de cadeia curta ndo sdo muito importantes para o
leite de consumo, pois sua importancia se reflete mais sobre os produtos lacteos que
necessitam de aromas caracteristicos para conferir distin¢do de qualidade. Os lipidios
adicionados a racdo ndo protegidos da acdo ruminal aumentaram o teor de &cido
estedrico e tenderam a aumentar os teores de AG de cadeia longa.

Como as fontes suplementares de lipidios adicionados na dieta dos animais, sao
principalmente de AG de cadeia longa, estes provavelmente tem grande influéncia na
elevacdo da concentragdo dos mesmos na gordura do leite, apds sofrer ou nao

biohidrogenacdo por acdo microbiana no ramen. O processo de saturacdo de AG pelos
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microrganismos ruminais tem como objetivo reduzir sua reatividade e, desse modo,

proteger a integridade das membranas lipoprotéicas microbianas (Jenkins, 1995).

2.6 Suplementacédo de AGPI

Os lipidios sdo essenciais para o organismo, pois servem como fonte de energia,
sdo componentes das membranas celulares e participam da sintese de horménios. Os
lipidios totais do sangue sdo constituidos pelo colesterol, fosfolipidios e triglicerideos.
Os niveis plasméticos de lipidios totais sdo diretamente dependentes da dieta, estes
niveis podem estar baixos em animais jovens e durante a gestagdo (Eifert et al., 2006).

Uma das maiores fontes de AG da gordura do leite sdo os lipidios circulantes na
corrente sanguinea, provenientes da absorcdo intestinal dos lipidios da dieta e da
mobilizacdo dos &cidos graxos do tecido adiposo. Estima-se que 50% da gordura do
leite tém origem nos AG circulantes, sendo que 88% destes sdo de origem dietética e 0s
outros 12% de origem enddgena, a dieta influencia em mais de 90% a producéo e a
composicao da gordura do leite (Bauman e Griinari, 2003).

Estudos demonstram que a suplementacdo com microalgas na dieta de vacas
lactantes aumentam o teor AG no leite. (Moran et al., 2017) utilizaram a microalga
Aurantiochytrium limacinum na dieta de animais em lactacdo e relatam que o nivel de
DHA no sangue aumentou no tratamento com a microalga. Em contraste, o contetdo do
DHA ndo aumentou nos animais alimentados no grupo controle durante o periodo de
estudo.

Stamey et al., (2012) estudaram a inclusdo de microalga protegida no rimen e
do Gleo extraido desta alga, nas doses de 14,5 e 29,0 g/dia. Os tratamentos ndo afetaram
0 consumo, a producédo do leite. As concentraces de AG de cadeia curta e média do
leite também ndo foram afetadas pelos tratamentos. Em relacdo ao tratamento controle,
os tratamentos com DHA aumentaram a concentracdo de DHA e C18:1 trans no leite,
além de aumentar as concentracdes séricas de DHA.

Recente revisao sobre o uso de microalgas conduzida por Altomonte et al. (2018)
revela reducdes de AGS e aumento de AGPI no leite e derivados de ruminantes, com
incrementos variando de 54% até superiores a 100%. Também observaram aumentos

nos AGMI no leite de cabras e vacas (+12% e +4%, respectivamente) e aumentos nos
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AG totais até C16:0. Nos casos de infusdes ruminais o aumento de ®3 chegou até 161%,
com adi¢do de microalgas na racdo o aumento foi de 19% a superior a 100%, assim
como aumentos no leite de cabra foram de 19% de ®3, aumentos em C22: 6 (DHA) com
variacdes de 100 a 1000% ou mais em vacas, +660% em ovelhas e +100% em cabras.

Da Silva (2016) relata que o uso de microalgas ndo parece ter nenhum efeito
toxico porque a concentracdo de enzimas hepaticas no sangue, especificamente
aspartato-amino transferase e gama-glutamil transferase que estdo associadas a danos
no figado causados por substancias toxicas, estavam dentro do padrdo intervalos
descritos para vacas em lactacao.

Sabe-se que o organismo possui sistemas naturais de eliminacdo de radicais
livres, enzimaticos ou ndo, produzindo a sua eliminacdo ou entdo impedindo sua
transformacédo em produtos mais toxicos para as células. O efeito prejudicial dos radicais
livres ocorre quando eles estdo em quantidade excessiva no organismo, ultrapassando a
capacidade do organismo de neutraliza-los com os seus sistemas naturais (Domingues,
2018).

Os lipidios do leite sdo protegidos contra a oxidacgdo, por antioxidantes naturais.
Entre as enzimas antioxidantes, a glutationa peroxidase (GSHPXx), que é selénio-
dependente, age sobre os hidroperdxidos (Cardozo et al., 2013). Durante a
decomposicdo destes, ocorre formacao dos chamados produtos secundarios da oxidacao,
e varios desses compostos sdo volateis e responsaveis pela formacdo de odores e/ou

gostos indesejaveis (Lindmark-Mansson e Akesson, 2000).

3 HIPOTESE

O fornecimento de microalgas ndo influenciara no desempenho produtivo, mas
aumentara os teores de AGPI no leite de vacas leiteiras mantidas em sistema de

produgéo organico.

4 OBJETIVO GERAL
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Investigar se a suplementacdo com microalgas afeta a produtividade o perfil de
acidos graxos e capacidade antioxidante de leite de vacas em lactagdo mantidas em

sistema de producéo organica.

5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a inclusdo de microalgas sobre a produgdo e composi¢do quimica do
leite;

- Avaliar a inclusdo de microalgas sobre o perfil de acidos graxos do leite;

- Avaliar a inclusdo de microalgas sobre a capacidade antioxidante do leite e
sangue de vacas em lactacéo;

6 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em propriedade com producdo organica, municipio de
Quilombo em Santa Catarina, no periodo de janeiro e abril de 2018. A propriedade
trabalha com producéo de leite, frutas, verduras, legumes e cereais organicos, sendo
certificada pela Rede Ecovida com sistema participativo de garantia. Todos os
procedimentos utilizados foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
— CEUA da Universidade do Oeste de Santa Catarina — UNOESC de acordo com o
protocolo 74/2017.

Foram utilizadas oito vacas Jersey multiparas lactantes, com peso médio de 374
+ 48 kg, producdo média de 8,9 + 1,5 litros, sendo alocadas em blocos de acordo com a
producdo de leite e dias em lactacdo (DEL) 151,4 + 32,9 e posteriormente identificados
como tratamento controle (CTL n= 4 vacas) e tratamento com microalgas (ALG n =4
vacas). As coletas foram realizadas em dois periodos de 14 dias cada, sendo realizada a
oferta diaria de microalga a partir do primeiro dia de cada periodo, e a partir do 12° até
0 14° dia realizaram-se as coletas de dados.

Durante o estudo as vacas permaneceram em pastagem nativa em consércio com
grama missioneira gigante (Axonopus catarinensis Valls) e tifton (Cynodon spp), em

sistema de pastejo rotativo durante 21 horas por dia, com livre acesso a agua.
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As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia (07hOOmin e 18h00min) e
receberam quatro quilos de roldo de milho por vaca por dia, fracionados em dois quilos
durante cada ordenha.

O tratamento controle consistiu no fornecimento na suplementacéo de roldo de
milho, enquanto o segundo tratamento foi a adi¢cdo de 100 g da farinha da microalgas
(Schizochytrium Limacinum) (All-G Rich™ Schizochytrium limacinum CCAP 4087/2;
Alltech, Inc.) por vaca/dia (Tratamento ALG) ao roldo de milho. Levando em
consideracdo que a quantidade de roldo de milho suplementado era pequena, optou-se
por fracionar a oferta da microalga, sendo 50 g/vaca em cada ordenha, evitando assim
uma possivel rejeicdo dos animais devido ao odor caracteristico da microalga, conforme
discutido por Tomaluski et al. (2018).

Amostras da forragem disponivel nos piquetes e de roldo de milho foram
coletadas nos dias zero, 12, 13 e 14 de cada periodo experimental. A forragem foi
coletada no piquete que os animais permaneciam no respectivo dia, & uma altura de
aproximadamente 15 centimetros do solo.

A composicdo quimica da pastagem e da espiga de milho com palha (roldo de
milho) utilizados durante o experimento foram analisadas no laboratério de andlise

bromatoldgica da Universidade do Oeste de Santa Catarina Campus Xanxeré (Tab.1).

Tabela 1- Composicdo quimica da pastagem (mix de grama missioneira
gigante e tifton) e roldo de milho fornecidos as vacas em lactacdo durante
todo o periodo de experimento.

Item Alimento
Rolédo de

Pastagem milho
Materia Seca (MS) 22,45 87,16
Materia Mineral (% MS) 10,53 7,00
Proteina Bruta (% MS) 10,08 7,49
Fibra Detergente Neutro (% MS) 73,07 30,82
Fibra Detergente Acido (% MS) 44,73 14,13

% MS = porcentagem contida na matéria seca
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Para realizar as analises bromatologicas, as amostras foram pré-secas em estufa
de ventilacdo forcada em temperatura de 55°C por aproximadamente 72 horas, sendo
que apos retiradas da estufa foram novamente pesadas para determinacdo do teor de
matéria parcialmente seca e entdo moida em moinho tipo “Wiley”, com peneira de
malha 1 mm. Nas amostras foram determinados os teores de MS por secagem em estufa
a 105 °C durante 24h. O contetdo de matéria mineral (MM) foi determinado por
combustdo a 600°C durante 4 h (Silva e Queiroz, 2002). O teor de nitrogénio total (N)
foi determinado pelo método Kjeldahl (Método 984.13) (AOAC, 1997), utilizando-se o
fator de 6,25 para conversao do N em proteina bruta (PB). Para determinagdo da
concentragd0 de FDN as amostras foram acondicionadas em saquinhos de poliéster
(Komarek, 1993) tratados com solucao detergente neutro em autoclave a 110°C por 40
minutos (Senger et al., 2008), para as amostras de concentrado foi incluida a-amilase
(Mertens, 2002). As concentra¢cdes de FDA foram determinadas de acordo com a
(AOAC,1997) (método 973.18).

A composic¢do da microalga, bem como dos AG do roldo de milho e das

pastagens sdo apresentadas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2- Composi¢do de AG (Palmitico, oléico, linoleico e linolénico) da pastagem nativa em consorcio
com grama missioneira gigante (Axonopus catarinensis Valls) e tifton (Cynodon spp) e roldo de milho.

Acido graxo da Acido graxo do

Pastagem? % roldo de milho? %
C16:0 60,17 C16:0 24,39
C18:0 5,59 C18:0 3,06
C18:2n6¢ 14,72 C18:1n9c 37,88
C18:3n3 19,52 C18:2n6¢ 34,67

105 de AG da pastagem nativa que contem 3,14% de AG total; 2% de AG do roldo de milho que
contem 3,40% de AG total.
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Tabela 3- Composicdo quimica do suplemento de microalga.

Item Suplemento de algast!
Matéria seca (%) 97,4+0,1
Matéria organica (% MS) 96,2+0,1
Proteina bruta (% MS) 15,6+0,2
Carboidratos ndo fibrosos (% MS) 15,3+2,1
Fibra em detergente neutro (% MS) 2,0£1,8
Extrato etéreo de hidrolise acida (% MS) 63,2+2,7
Acidos graxos- AG (% MS) 33,243,0
Acidos graxos, g/ 100 g do total de AG

<C16 5,74+0,01
C16:0 52,58 + 0,36
C18:0 1,41+0,01
C18:1 0,13 +0,01
C18:2 cis-9, cis-12 N&o encontrado
C18:3 cis-9, cis-12, cis-15 0,03+0,01
C20:4 cis-5, cis-8, cis-11, cis-14 0,08+0,01
C20:5 cis-5, cis-8, cis-11, cis-14, cis-17 0,41+0,01
C22:5 cis-4, cis-7, cis-10, cis-13, cis-16 6,31+0,06
C22:6 cis-4, cis-7, cis-10, cis-13, cis-16, cis-19 29,98+0,28
®6 6,56+0,07
03 30,50+0,29

LAlI-G-Rich, Alltech.

A producéo de leite foi registrada no dia zero do experimento antes do inicio da
suplementacdo com microalgas. O peso corporal foi determinado através de fita torécica
apropriada ao inicio e final de cada periodo e escore corporal. Coletas de leite e de
sangue foram realizadas nos dias zero, 12, 13 e 14 de cada periodo experimental.

Amostras individuais de leite foram coletadas durante seis ordenhas
consecutivas, nos Ultimos trés dias (d 12, 13 e 14) em proporc¢éo igual na ordenha da
manha e da tarde, e entdo divididas em dois frascos. Um frasco foi refrigerado a 4°C e
posteriormente enviado ao laboratério da Associacdo Paranaense de Criadores de
Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH) para determinacdo da composicdo quimica
(gordura, proteina, extrato seco desengordurado e lactose). O segundo frasco, foi
mantido em freezer a -20°C e encaminhado para o laboratorio da Universidade Federal
de Santa Maria (UFSM) para analise da composicdo dos acidos graxos, por meio do
emprego de cromatografia gasosa. Em funcéo de problemas na coleta das amostras de
leite optou-se por descartar os dados do primeiro periodo experimental.

A metodologia utilizada para a analise da composicdo do leite foi o
Infravermelho, segundo International Dairy Federation — IDF, Standard 141 Second
Edition 2013-09-15.
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Os lipidios foram determinados de acordo com o método de Bligh e Dyer (1959),
em que 4 mL das amostras de leite foram adicionados em tubos de 50 mL e acrescidos
de 8 mL de cloroférmio e 16 mL de metanol. Os tubos foram agitados em mesa agitadora
a 150 rpm por 30 min. Apos a agitacdo foram adicionados 8 mL de cloroférmio e 8 mL
da solugdo de sulfato de sodio 1,5%. Os tubos passaram por mais uma agitacdo de 2
minutos e, posteriormente, foram centrifugados para que ocorra a separacao de fases. A
fracdo lipidica (cloroférmio) foi retirada dos tubos e filtrada em tubos de ensaio. Apds
a filtragem, 5 mL dos extratos foram secos em estufa de circulacdo a ar a 105 °C até
peso constante para quantificacdo do teor de lipidios e o restante utilizado para anélise
de AG. Para determinacdo do perfil de AG os ésteres metilicos de AG (FAME) foram
determinados de acordo com Hartman e Lago (1973). Entdo 4 mL dos extratos foram
secos em uma corrente de nitrogénio e em seguida 1 mL da solucdo metanolica de KOH
0,4 M foi adicionado. Para saponificacdo, os tubos foram mantidos por 10 minutos
banho-maria a 100 °C. Posteriormente, foram adicionados 3 mL da solugdo metandlica
de H2SO4 1,0 M para a esterificagdo e, novamente permaneceu ao banho-maria por 10
min. Ap0s atingir temperatura ambiente, os FAME foram particionados em 2 mL de
hexano, o qual foi reservado para analise cromatogréfica. Os FAMEs foram analisados
em cromatdgrafo a gas com detector de ionizagdo em chamas (GC-FID), Variam 3600
(CA, USA). Posteriormente, 1 pL das amostras foram injetados em um injetor tipo
split/splitless, operando no modo split com uma razdo de 20:1 a 250 °C. O gés de arraste
foi o hidrogénio que permaneceu sob pressdo constante de 25 psi. Os FAMEs foram
separados em uma coluna SP-2560™ (Supelco, USA), com temperatura inicial de 60
°C, onde permaneceram por 3 min. Ap6s, uma rampa de temperatura de 10 °C/min
elevou a 180 °C, e novamente aumentando de 3 °C/min até 240 °C, permanecendo por
2 min. O FID foi mantido a 250 °C. Os resultados foram expressos em percentual da
area total dos cromatogramas considerando os fatores de corre¢do do tamanho
equivalente de cadeia carbonada e o fator de conversdo de éster para acido, conforme
Visentainer (2012).

Amostras de sangue foram coletadas individualmente no dia zero e dia 14,
através de puncdo da veia coccigea, utilizando tubos vacutainer heparinizados
(Vacuplast®) e colocados imediatamente em gelo. Apds centrifugacdo a 3500 x g

durante 10 min, uma aliquota do soro foi armazenada em microtubos plasticos
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preenchendo cerca de 1 mL, mantidos a -20°C ate a anélise. As amostras de soro foram
encaminhas ao laboratorio da UFSM.

Para analises de espécies reativa ao acido tiobarbitdrico (TBARS), a
metodologia utilizada foi a mesma descrita por Buege e Aust (1978). A estimativa da
peroxidacao lipidica foi estabelecida pela producdo de espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS), realizada por reacdo de malondialdeido (MDA) com &cido 2-
tiobarbiturico, com algumas modificacfes. A reacdo foi medida opticamente de acordo
com Buege e Aust (1978) a 532 nm. Os niveis de TBARS foram expressos como
nanomole de MDA/mL.

A capacidade antioxidante total contra os radicais peroxil (ACAP) foi
determinada de acordo com o método descrito por Amado et al., (2009) com
modificacdes para os mamiferos. Este método consiste em encontrar a capacidade
antioxidante dos tecidos utilizando um substrato fluorescente (2',7'dicloro-
fluoresceindiacetate- H2DCF-DA) e a producdo de radicais peroxil por decomposi¢éo
térmica de ABAP (2,2'azobis 2 methylpropionamidinedi-hydrochloride). A
fluorescéncia foi determinada através de um leitor de microplacas (Spectramax 13), a 37
°C (excitacdo: 485 nm; emissé@o: 530 nm), com leituras em cada 5 minutos, durante 30
min. Os resultados foram expressos como uma area relativa (a diferenca entre a area
com e sem ABAP dividida pela area sem ABAP), dessa forma, uma baixa &rea relativa
significa alta ACAP.

As vacas foram consideradas unidades experimentais sendo aleatoriamente
distribuidas em delineamento em blocos casualizado. Os dados foram analisados de
acordo com o Proc Mixed (SAS Inst. Inc., Cary, NC, 2003), tendo os dias de coleta apds
o0 inicio da suplementacdo (12, 13 e 14 dias) como medidas repetidas para a variavel
producdo e composicdo e perfil de AG do leite. Animal alinhado dentro de tratamento
foi utilizado como erro termo. O modelo incluiu efeito fixo de tratamento, tempo em
dias (exceto para varidveis sanguineas) e a interacdo entre tratamento e dia, tendo
periodo e animal dentro de periodo como efeito aleatorio. Ndo houve nenhuma variavel
resposta com interagdo significativa entre tratamento e dias. As comparagdes de médias

entre os tratamentos foram realizadas por meio do teste ajustado de Tukey (o = 0,05).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO
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7.1 Producéo e composicédo do leite

No presente estudo os animais permaneceram em pastagem e receberam
microalga adicionada ao roldo de milho durante a ordenha. Toda a suplementacéo
energética com roldo de milho foi ingerida pelas vacas de ambos os tratamentos. A
reducdo da aceitabilidade da dieta quando microalgas séo fornecidas tem sido relatada
na literatura como a possivel causa na reducédo da ingestdo de matéria seca de novilhas
em confinamento (Demeda et al., 2017) e de vacas em lactagdo (Franklin et al. 1999;
Lamminen et al. 2017). Na presente pesquisa, no entanto, uma possivel reducdo na
aceitabilidade e na ingestdo de matéria seca total ndo ocorreu, concordando com 0s
trabalhos de Glover et al. (2012); Moran et al. (2017) e Sinedino (2017).

O escore corporal (ECC) dos animais se manteve em 2 durante os dois periodos
da pesquisa.

A adicdo de microalgas ndo alterou a producao de leite (P = 0,787), os teores de
proteina (P = 0,203), lactose (P = 0,701) e solidos totais do leite (P = 0,112), porém
tendeu a reduzir os teores de gordura (P = 0,084), sem afetar a producdo dos
constituintes do leite (Tab. 4).

Da mesma forma Da Silva et al. (2016) ndo encontraram diferencas
significativas da inclusdo de microalgas (91,8 g/vaca/dia) sobre a producao diéria, teor
e producdo de sélidos do leite. Glover et al.(2012) também ndo observaram, efeito do
tratamento (100 g microalga/vaca/dia) sobre a producao de leite e os teores de proteina
e lactose, no entanto houve reducéo do teor de gordura do leite. Resultados semelhantes
também sdo observados com a suplementacdo de microalgas protegidas, obtendo a IMS
e producdo de leite inalterada, enquanto a percentagem de gordura do leite foi reduzida
(Vahmani et al., 2013b). A inclusdo de microalgas e acidos graxos poli-insaturados de
origem marinha reduziu o teor de gordura do leite nos estudos de Boeckaert et al. (2008)
e Sinedino (2017).

A reducdo no teor de gordura, mesmo em vacas mantidas em sistema de pastejo
pode estar relacionado ao efeito dos AGPI sobre a digestdo de fibra (Schroeder et al.,
2004). AGPI podem interferir no processo de biohidrogenagdo ruminal, elevando a
concentragdo de acidos graxos intermediarios de 18 carbonos de configuragéo trans,
principalmente os derivados do metabolismo do &cido linoléico (Barletta et al., 2016) e



33

CLA. Como consequéncia, a sintese de novo de &cidos graxos de cadeia curta € inibida,
levando a reducdo no teor de gordura do leite e aumento na proporcao de &cidos graxos
de cadeia longa Bauman e Griinari, (2003); Angulo et al. (2012). Porém Lamminen et
al. (2019) observaram que a concentracdo de gordura no leite tendeu a ser maior nos
tratamentos com microalgas (Espirulina e Chorella) em comparacéo a farinha de soja.
Franklin et al. (1999) observaram que a porcentagem de gordura no leite de vacas
alimentadas com algas foi menor do que no leite de vacas alimentadas com dieta
controle. Dietas contendo grandes quantidades de carboidratos fermentaveis ou
quantidade reduzida de forragem podem ocasionar depressao da gordura do leite, (Mota,
2018) fato que é geralmente observado quando os animais sdo confinados.

Tabela 4- Produgéo e composicdo do leite de vacas em lactagdo em dieta controle e com suplementacéo
com microalgas Schizochytrium limacinum.

Tratamentos? P-valor
CTL ALG EPM TRAT DIA TRAT*DIA

Produgdo leite

Litros/dia 8,88 9,16 0,289 0,787 0,657 0,833
Gordura % 4,31 3,38 0,168 0,084 0,351 0,498
Gordura, kg/d 0,345 0,321 0,011 0,553 0,354 0,791
Proteina % 3,36 3,14 0,048 0,203 0,026 0,07
Proteina, kg/d 0,271 0,303 0,011 0,437 0,536 0,131
Lactose % 4,29 4,22 0,049 0,701 0,528 0,401
Lactose, kg/d 0,349 0,406 0,014 0,281 0,617 0,812
Sélidos totais % 12,89 11,63 0,241 0,112 0,193 0,241

1 CTL: sem microalga; ALG: microalga (oferecida 50g duas vezes ao dia no momento da ordenha).

Neste estudo, ndo observamos reducdo dos niveis de proteina sendo de acordo
com autores que relatam auséncia de efeitos da suplementacdo com microalgas na
proteina do leite em vacas (Moate et al. 2013); Da Silva et al. (2016); ovelhas (Bichi et
al. 2013); e cabras (Tsiplakou et al. 2017; Tsiplakou et al. 2018). A redugéo dos teores
de proteina no leite com a inclusdo de microalga, é relatada por outros autores Boeckaert
et al. (2008); Sinedino (2017); Altomonte et al., (2018); Marques et al. (2018), sendo
0s resultados variaveis de acordo com diferentes niveis de incluséo e efeitos obtidos na

producdo de leite. Alguns autores sugeriram que uma possivel razdo para a reducdo no
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teor de proteina é a deficiéncia em histidina relatada em certas microalgas, o que pode
limitar a sintese de proteina na glandula mamaria (Lamminen et al., 2019). Sendo a
deficiéncia de histidina mais presente em dietas a base de silagem, possivelmente este

aminoéacido ndo tenha sido limitante em nosso estudo (Gialongo et al., 2016).

7.2 Perfil de &cidos graxos do leite

A adicdo de microalgas na dieta de vacas em lactagdo ndo alterou (P > 0,05) a
composic¢do da gordura do leite para os acidos graxos C4, C6, C8, C10, C12,C14 C14:1,
C15 e C17. No entanto a concentracdo de &cido palmitico C16:0 (P = 0,015), acido
palmitoléico C16:1 (P = 0,026), acido vacénico C18:1n9 trans (P = 0,0001) e &cido
ruménico (CLA) C18:2 cis 9, trans 11(P = 0,0196) na gordura do leite foram maiores na
dieta com microalga do que na dieta controle (Tab.6). De forma contréria, houve
reducdo nas proporc¢des de acido estearico C18:0 (P = 0,0001) e &cido oléico C18:1n9
cis (P =0,0022).

De acordo com Jensen et al. (2002) o AG palmitico, estearico e oléico compdem
a maior parte da gordura do leite, variando de 20 a 40, 9 a 14 e 20 a 30 %,
respectivamente. A pastagem que os animais tiveram acesso apresentava altos teores de
acido palmitico, sendo este também o AG predominante na microalga suplementada

(52,58 + 0,36 g/100g de AG), justificando seu aumento na gordura do leite.
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Tabela 5- Efeito da suplementagdo com microalga Schizochytrium limacinum na concentracdo de acidos
graxos principais e alguns &cidos graxos biologicamente relevantes no leite.

Tratamentos! P-valor

Acidos graxos, g /100 g do

total de AG CTL ALG EPM TRAT DIA TRAT*DIA
Butirico - C4 5,70 8,25 0,93 0,12 0,79 0,85
Caproico - C6 0,80 0,95 0,06 0,46 0,15 0,73
Caprilico - C8 0,65 0,71 0,04 0,59 0,21 0,78
Caprico - C10 1,92 2,16 0,15 0,62 0,25 0,83
Laurico - C12 2,70 2,98 0,15 0,45 0,23 0,85
Meristico - C14 14,60 14,44 0,42 0,90 0,58 0,62
Lisiotérico - C14:1 0,42 0,41 0,03 0,62 0,52 0,55
Pentadecanoico - C15 1,07 1,10 0,03 0,26 0,52 0,65
Palmitico - C16 37,50 41,75 0,73 0,01 0,28 0,66
Palmitoléico - C16:1 0,69 0,94 0,04 0,02 0,59 0,81
Margérico - C17 0,51 0,55 0,02 0,65 0,66 0,31
Esteérico - C18 13,97 6,146 0,90 <0,0001 0,53 0,80
Elaidico - C18:1 n9 trans 2,587 8,631 0,73 <0,0001 0,16 0,17
Oléico - C18:1 n9 cis 15,70 9,48 0,91 0,01 0,87 0,96
Linoleico - C18:2 n6 cis 0,52 0,51 0,02 0,92 0,22 0,73
a- Linoleico - C18:3 n3 0,19 0,15 0,01 0,12 0,12 0,46
Linoleico Conjugado — CLA 0,48 0,87 0,06 0,01 0,35 0,74
AGS 76,79 76,56 0,83 0,91 0,66 0,78
AGMI 19,32 19,44 0,91 0,95 0,39 0,52
AGPI 1,18 1,59 0,08 0,04 0,58 0,60
AGPI/AGMI2 5,97 8,45 0,45 0,01 0,90 0,12
AGPI/AGS? 1,56 2,12 0,13 0,07 0,70 0,63
AGMI/AGS* 25,51 26,06 1,55 0,87 0,54 0,70

1 CTL: sem farelo de microalga; ALG: microalga (com de farelo de microalga oferecida 50g duas vezes
ao dia no momento da ordenha); 2Acidos graxos poli-insaturado /acidos graxos monoinsaturados. 3Acidos
graxos poli-insaturado /acidos graxos saturados. “Acidos graxos monoinsaturado /acidos graxos
saturados.
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Grande acimulo de &cido vacénico e uma reducdo de no acido estearico no fluido
ruminal Boeckaert et al (2007) e no leite Moate et al (2013) de vacas sdo relatados na
literatura. Em nosso estudo, a suplementacdo com microalga causou reducédo
significativa do teor de &cido estearico (2,46 vezes) e o acumulo de acido vacénico e
acido ruménico na gordura do leite na ordem de 3,3 e 1,8 vezes, respectivamente. Isto
pode ter ocorrido devido a inibicdo completa da biohidrogenacao ruminal, caracterizada
pela conversdo de acido vacénico em estearico pela bactérias do grupo B,
principalmente Fusocillus (Harfoot e Hazlewood, 1997). Lipideos marinhos tem sido
descritos com efeito inibitorio sobre a saturagdo do acido vacénico e outros produtos do
metabolismo dos AGPI, apresentando grande potencial em modular a Gltima etapa da
biohidrogenacdo (Jeyanathan et al., 2016). De fato, a suplementacdo de EPA e DHA
pode reduzir a extensdo da biohidrogenacdo (Gulati et al. 1999), e aumentar a producéo
de AGPI trans e CLA que chegam ao intestino, especialmente em bovinos onde a
cinética da biohidrogenacdo € menor e incompleta quando comparado a ovinos (Toral
etal., 2018).

Como esperado, o total de AGPI na gordura do leite aumentou
significativamente (P = 0,048), bem como sua participagdo em relacdo aos AGMI (P =
0,013) e houve tendéncia de aumento (P = 0,073) em relacdo aos AGS (AGPI/AGS),
porém sem alterar o teor de AGS (P =0,911), AGMI (P =0,952) e a relacdo AGMI/AGS
(P =0,877).

Os AGS estdo associados a problemas cardiovasculares e o consumo de AGPI
com a reducdo destes problemas, uma vez que diminuem o teor de colesterol e a pressao
sanguinea e também estdo correlacionados com o desenvolvimento cerebral e visual
(Souza e Almeida, 2018).

O aumento dos teores de AGPI no leite em vacas suplementadas com microalgas
também foi observado nos trabalhos de Moran et al. (2017); Sinedino (2017); Marques
et al. (2018). Franklin et al., (1999) ja haviam observado que vacas alimentadas com
algas continham maiores concentracdes de CLA e menores de AGS em comparacao
com vacas alimentadas com a dieta controle.

Lamminen et al., (2019) observaram que a concentragdo de AG ®3 na gordura

do leite foi maior nas dietas com microalgas do que nas farinhas de soja, enquanto o
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oposto ocorreu com AGS. Além disso, a concentracdo de &cido a-linolénico e AGPI
tenderam a ser maiores nas dietas com microalgas.

Neste estudo as vacas recebiam dieta predominantemente de forragem em
sistema de pastejo. Corroborando com nossos resultados, a partir de vacas mantidas em
sistema de pastejo, Vahmani et al., (2013b) observaram que a ingestdo de forragem
fresca reduziu os teores de AGS e aumentou os teores de CLA do leite.

O CLA ¢ produzido no rumen a partir de reacdes de isomerizacdo e reducao
através da atuacdo das enzimas microbianas sobre o0s substratos oriundos da dieta como
0 m6 e 0 3. Entretanto, a capacidade ruminal pode ser excedida quando se tem grande
quantidade de AGPI na dieta e, portanto, alguns produtos intermediarios séo absorvidos
pelo intestino e movendo-se pela corrente sanguinea podem ser incorporados nas
reservas de gordura do tecido adiposo e da glandula mamaria. (Griinari e Bauman,
1999). Logo, pode-se dizer que o CLA encontrado no leite de ruminantes é formado
como um dos produtos intermediarios no processo de biohidrogenagdo no rumen e
também a partir da atuacdo da enzima A9 -dessaturase sobre a conversdo de acido
vacénico (C18:1 transll) absorvido a CLA no tecido adiposo, principalmente na
glandula mamaria em vacas leiteiras Aydin (2005); Schmid et al. (2006).

Apesar da capacidade de enriquecimento do leite com uso de AGPI via dieta, 0
aumento dos niveis de EPA e DHA no leite tem sido observado em baixas concentracoes
(Moran et al., 2017). Este fator se explica pela extensiva biohidrogenacdo ruminal
sofrida pelos AGPI, especialmente EPA, DHA e o precursor destes, acido linolénico.
Também a baixa afinidade por fosfolipideos (como EPA e DHA) associados ao HDL
(lipoproteinas de alta densidade) pela enzima lipoproteina lipase na glandula mamaria
contribui para que a taxa de transferéncia da dieta para o leite seja baixa Boeckaert et
al. (2007); Chilliard et al. (2007). Infelizmente as analises de cromatografia gasosa
utilizadas para analisar os AG ndo foi apta para determinar a concentracdo de DHA e
EPA, limitando o entendimento do potencial da alga em enriquecer o leite com estes
acidos graxos essenciais.

A produgdo organica mesmo com potencial de crescimento ainda enfrenta
severas restri¢cdes, como falta de técnicos capacitados para orientacdo dos produtores,
quase toda producéo é diluida em tanques com leite integral convencional, restri¢cdo

de ingredientes aptos ao uso no sistema de producdo organica, falta de politica
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governamental para incentivo da producdo e desenvolvimento de mercado
consumidor. Mesmo assim, com acesso limitado a poucas propriedades que trabalham
com sistema de producdo de leite organico, o uso de microalgas ricas em ® 3
demonstrou-se um método adequado de enriquecimento de produto de origem animal,
respeitando as exigéncias da producdo organica e disponibilizando aos consumidores
um alimento com melhores caracteristicas nutracéuticas.

Fica clara a necessidade de pesquisas avaliando o processamento do leite
organico enriguecido e a elaboracdo de seus derivados para que os beneficios a satde

humana sejam avaliados.

7.3 Resultados de espécies reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) e capacidade
antioxidante total contra os radicais peroxila (ACAP) do leite e soro

A oxidacdo de produtos lacteos reduz a qualidade nutricional e propriedades
organoléptica (Havemose et al.,, 2006). Os valores de TBARS e ACAP ndo
apresentaram diferenca significativa (P > 0,05) com a adi¢do de microalgas (Tab. 5).

King (1962) correlacionou os valores de TBARS (Absss2) com caracteristicas
organolépticas do leite e concluiu que valores de TBARS, entre 0,010 e 0,023, nao
apresentaram “flavor” oxidado; entre 0,024 e 0,029 apresentaram “flavor” oxidado
questionavel; entre 0,030 e 0,040 apresentaram “flavor” oxidado leve; entre 0,041 e
0,055, “flavor” oxidado forte, e, TBARS>0,056, apresentaram “flavor” oxidado muito
forte.

Os valores de TBARS do leite encontrados nesta pesquisa sdo considerados
altos, indicando a ocorréncia de oxidacdo lipidica em ambos tratamentos. Sendo assim,
a adicdo de microalgas ndo resultou em maior integridade da fracdo lipidica quando
comparado ao tratamento controle.

Maiores niveis de TBARS na manteiga do leite de vacas que ingeriram 0leo de
girassol foram associados a menor vida de prateleira (Chaves, 2014). Apesar do sabor
ser um excelente meio de detectar sabores oxidados, (Kitessa, 2004) ndo observaram
defeitos de sabor no leite enriquecido com AG de atum protegido no rumen.

A medida de ACAP tem sido adotada como método para avaliar a capacidade

antioxidante total (considera meios enzimaticos e ndo enzimaticos) (Huang et al. 2002).
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Em nosso estudo, ndo foram observadas alteragdes nos valores de ACAP entre o grupo
controle e o que recebeu a microalga, portanto ndo causando estresse oxidativo.
Sinedino et al., (2017) também ndo observaram efeito negativo ao suplementar vacas
em lactacdo com 10,2g/vaca/dia de DHA. Por outro lado em baixas quantidades, 0 AG
® 3 age como antioxidante ao invés de pro-oxidante em células vasculares endoteliais e
tecidos placentérios, reduzindo a inflamacdo e a formacdo de espécies reativas de

oxigénio (Jones et al., 2013; Giordano e Visioli, 2014).

Tabela 6- Valores de espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e capacidade antioxidante
total contra os radicais peroxila (ACAP) de leite e soro de vacas em lactacdo em dieta controle e com

suplementagcdo com microalgas Schizochytrium limacinum.

Tratamentost P-valor

CTL ALG EPM TRAT DIA TRAT*DIA
TBARS MDA equivalente,
nmol / ml leite 114,6 123,25 6,04 0,61 0,17 0,24
TBARS MDA equivalente,
nmol / ml soro? 5,819 6,56 0,31 0,25 NA3 NA
ACAP leite/ area reativa 1,583 1,84 0,15 0,53 0,32 0,18
ACAP soro?/area reativa 2,01 1,34 0,23 0,15 NA NA

1 CTL: sem farelo de microalga; ALG: microalga (oferecida 50g duas vezes ao dia no momento da
ordenha) 2 Coleta apenas no dia 14; NA3: N&o se aplica.

8 CONCLUSAO

Vacas mantidas em sistema de manejo organico e tendo o enriquecimento da
dieta com microalga Schizochytrium limacinum mantém a producdo e composi¢do do
leite, com maior secre¢do de AGPI e CLA, sem alterar a capacidade antioxidante dos

animais e do leite.


https://rep.bioscientifica.com/abstract/journals/rep/153/5/707.xml#bib25
https://rep.bioscientifica.com/abstract/journals/rep/153/5/707.xml#bib15
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