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FPensa! O pensamento tem pader.

Mas néie adianta sé pensax.

Vacé tambiém tem que dizer! Diz!

Parque as palavias tém pader.

Mas nie adianta sé falax.

Vacé também tem que fazer! Faz!

Parque vacé sd vai sabier se o final vai sex feliz depais que tude acentecer.
(Se Liga Ai - Gabirniel O Pensader)
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RESUMO

LACERDA, E. C. Q. Efeito da Inclusdo de Orégano na Dieta de Vacas Leiteiras
sobre a Qualidade do Leite. Itapetinga — BA: UESB, 2012. 80 p. (Dissertagéo -
Mestrado em Engenharia de Alimentos — Ciéncia de Alimentos).*

As modificacbes na dieta dos ruminantes influem diretamente na composicdo e
caracteristicas dos seus produtos. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito da inclusdo de orégano na alimentacdo de vacas leiteiras sobre a qualidade
quimica do leite in natura e pasteurizado e atributos sensoriais do leite pasteurizado.
Doze vacas mesticas Holandés x Zebu foram alimentadas com volumoso de cana-de-
acucar adicionado de 1% de uréia e sulfato de amonio e concentrado a base de farelo de
soja, milho, farelo de trigo, premix vitaminico e mineral, além da inclusdo de diferentes
niveis de orégano na dieta. As analises de acidos graxos da gordura do leite in natura e
pasteurizado foram realizadas através de cromatografia em fase gasosa e 0s picos
identificados por comparagdo dos tempos de retencdo de padrées com o das amostras.
Para o leite in natura, foram realizadas as analises fisico-quimicas de densidade, indice
crioscopico, proteina, gordura, lactose, extrato seco total e extrato seco desengordurado.
As caracteristicas sensoriais das amostras de leite pasteurizado foram avaliadas atraves
do teste de preferéncia de comparacdo multipla e perfil de sabor. Os dados obtidos
foram avaliados através de analise de variancia e regressdao ao nivel de 5% de
significancia. A partir da avaliacdo dos resultados para os acidos graxos do leite
verificou-se que as dietas influenciaram na reducgdo do teor de acido miristico (14:0) e
somatorio de acidos graxos 6mega-6, e no aumento das concentracBes do acido
miristoléico (14:1); 18:2t10,c12; acido alfa-linolénico (18:3n-3) e somatorio de acidos
graxos poli-insaturados. A qualidade nutricional da fracdo lipidica também foi afetada,
apresentando reducdo do indice de aterogenicidade e aumento da razdo de AGPI e AGS.
Além, de promover o aumento da atividade da enzima A°-dessaturase em 27% para 0
acido miristoléico (14:1n-9c). O tratamento térmico aplicado influenciou apenas os
acidos graxos Behénico (22:0) e Di-homo-gama-linolénico (20:3n-6), que ndo foram
detectados ap0Os a pasteurizacdo lenta, enquanto para os demais acidos graxos, nao
foram observadas modificacfes. Os teores de lactose, extrato seco desengordurado e
densidade foram influenciados pela inclusdo de orégano, apresentando efeito de ordem
quadratica. Todas as amostras foram consideradas aptas para 0 consumo mantendo-se
dentro dos padrdes da legislacdo, sendo permitida a realizacdo da analise sensorial. As
caracteristicas sensoriais ndo foram modificadas com os tratamentos quanto a
preferéncia, sendo observado através do perfil descritivo uma pequena diferenca entre
os tratamentos para o atributo de sabor cozido. Quanto aos demais atributos todos
tiveram a mesma intensidade. A incluséo de orégano na dieta mostrou-se valida sobre 0s
acidos graxos e as caracteristicas sensoriais do leite in natura, observando que foram
conservadas as caracteristicas de um leite normal.

Palavras-Chave: acidos graxos, caracteristicas sensoriais, erva aromatica e ruminantes.

*Qrientador: Julliana lzabelle Simionato, D.Sc., UESB e Co-orientador: Fabiano
Ferreira da Silva, D.Sc., UESB.



ABSTRACT

LACERDA, E. C. Q. Effect of Dietary Inclusion of Oregano Dairy Cows on Milk
Quality. Itapetinga — BA: UESB, 2012. 80 p. (Dissertation - Master in Food
Engineering - Food Science).*

The changes in the diet of ruminants directly influence the composition and
characteristics of their products. The objective of this study was to evaluate the effect of
inclusion of oregano in dairy cows on the chemical quality of raw milk and pasteurized
and sensory attributes of pasteurized milk. Twelve crossbred Holstein x Zebu cows
were fed roughage of cane sugar by adding 1% urea and ammonium sulfate and
concentrate based on soybean meal, corn, wheat, vitamin and mineral premix, and the
inclusion of different levels of dietary oregano. The analysis of fatty acid and
pasteurized fresh milk were conducted by gas chromatography and the peaks identified
by comparison of retention times of the samples with standards. For fresh milk,
analyzes were carried out physico-chemical density, cryoscopic index, protein, fat,
lactose, total solids and solids nonfat. The sensory characteristics of pasteurized milk
samples were evaluated using a preference test for multiple comparisons and flavor
profile. The data were evaluated using analysis of variance and regression at 5%
significance level. From the evaluation results for the milk fatty acid it was found that
diets influence in reducing the amount of myristic acid (14:0) and the sum of omega-6
and increasing concentrations of myristoleic acid (14:1); 18:2 t10, c12; alpha-linolenic
acid (18:3 n-3) and sum of polyunsaturated fatty acids. The nutritional quality of lipid
fraction was also affected, with reduced atherogenicity index and increased the ratio of
PUFA and SFA. In addition, to promote increased activity of A°-desaturase enzyme in
27% to myristoleic acid (14:1 n-9c). The heat treatment applied only influenced behenic
acids (22:0) and di-homo-gamma-linolenic acid (20:3 n-6), which were not detected
after pasteurization, while other fatty acids were not observed modifications. The
contents of lactose, and nonfat dry density were influenced by the inclusion of oregano,
with effect of quadratic order. All samples were considered suitable for consumption
while remaining within the standards of the legislation, which allowed the realization of
the sensory analysis. The sensory characteristics were not modified treatments for the
preference, being observed through a descriptive profile of the small difference between
the treatments for the attribute of cooked flavor. As for the other attributes all had the
same intensity. The inclusion of dietary oregano proved to be valid on the fatty acids
and sensory characteristics of fresh milk, noting that were preserved the features of a
normal milk.

Keywords: fatty acids, sensory characteristics, aromatic herb and ruminants.

* Adviser: Julliana Izabelle Simionato, D.Sc., UESB e Co-Adviser: Fabiano Ferreira da
Silva, D.Sc., UESB.
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1 INTRODUCAO

Devido a crescente preocupa¢do com os habitos alimentares, o consumidor tem-
se tornado cada vez mais exigente em relacdo a qualidade nutricional e a durabilidade
dos alimentos. Consequentemente, a industria tem procurado melhorar e inovar a
qualidade destes, agregando valor aos mais diferentes tipos de alimentos, até mesmo
aqueles considerados saudaveis nutricionalmente.

O leite é um dos alimentos mais completos da natureza e sua importancia é
baseada em seu elevado valor nutritivo, como riqueza em proteinas, vitaminas, gorduras
e sais minerais (ALMEIDA et al., 1999; TAMANINI et al., 2007), calcio, altos teores
de tiamina, niacina e magnésio (GARCIA et al., 2000; PASCHOA, 1997). Nos ultimos
anos, a industria de laticinios tem potencializado o valor nutritivo do produto,
colocando no mercado produtos enriquecidos com vitaminas, minerais e alguns &cidos
graxos da familia 6mega-3 (n-3) e 6mega-6 (n-6).

A composicdo quimica e sensorial dos lacteos é fortemente influenciada pela
natureza da dieta ingerida pelas vacas, e como a qualidade dos produtos esta se tornando
um critério cada vez mais importante na percep¢do do consumidor, em certos paises,
produtos lacteos provenientes de animais alimentados com dietas a base de ervas sdo
aceitos de forma positiva. Isso por qué, além de transmitirem uma "imagem limpa e
verde", tém sido demostradas possiveis relagdes com compostos especificos de
interesse nutricional ou sensorial, ou seja, certos acidos graxos e micronutrientes
lipossoluveis. Assim, tem ocorrido um crescente interesse nos Ultimos anos no uso de
manejo alimentar para controlar a composicao da fracdo solivel em gordura no leite e
derivados lacteos (MARTIN et al., 2005).

Nas Gltimas duas décadas a cadeia produtiva do leite tem se mostrado um dos
setores agroalimentares brasileiros mais dindmicos. Nesse periodo, um conjunto
substancial de alteracdes envolvendo maior abertura ao mercado externo,
desregulamentacéo publica do mercado, crescimento do capital estrangeiro, evolucdo de
grades e standars privados e inovacOes técnicas e organizacionais provocaram uma
verdadeira revolugdo no setor (CHADDAD, 2007). Este cenario, aliado ao custo de
producdo cada vez maior, obriga os produtores a buscarem alternativas alimentares que
diminuam os custos da producdo, e agreguem valor ao produto, melhorando suas

caracteristicas e consequentemente sua remuneracao.
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Dentre essas alternativas alimentares encontram-se 0s antioxidantes naturais que
podem ser incluidos na alimentacdo das vacas na tentativa de melhorar as caracteristicas
nutricionais do leite e aumentar sua resisténcia a oxidacdo. Além de evitar a oxidacao
lipidica, os antioxidantes quando presentes na dieta podem prevenir doencas
degenerativas. Assim, a ingestdo de alimentos naturalmente ricos nessas substancias, ou
ainda, aqueles enriquecidos com essas espécies, sdo benéficos para a saude. Neste
sentido varios pesquisadores tém investigado o enriquecimento de alimentos a partir de
plantas (TORRES et al.; 2007, BORNEO & AGUIRRE, 2008; PRABHASANKAR et
al., 2009).

De acordo com revisdo realizada por Bortoli (2007) vérios sdo os 06leos
essenciais com potencial de comercializacdo, extraidos de diferentes partes da planta,
tais como o thymol (extraido do tomilho — Thymus vulgaris), carvacrol (extraido do
orégano — Origanum sativum), aliina e alicina (extraidos do alho — Allium sativum) e
menthol (extraido da menta — Mentha piperita).

O oleo de orégano contém antioxidantes fenolicos que reagem com lipidios e
radicais hidroxila e os convertem em produtos estaveis (JADHAV et al., 1996;
POKORNY et al.,, 2001). Contudo, antes desta pesquisa, ndo haviam ainda sido
conduzidos estudos relativos ao efeito da suplementacdo na alimentacdo de bovinos
com orégano desidratado e a influéncia sobre o leite. Todavia, efeitos relacionados a
protecdo oxidativa de lipidios foram reportados apos estocagem a 4 e 20°C de frangos
(BOTSOGLOU et al., 2002; GIANNENAS et al., 2005), perus (GOVARIS et al., 2004)
e coelhos (BOTSOGLOU et al., 2004). Além disso, outros estudos comprovam o efeito
protetor do orégano em relacdo a oxidacdo lipidica de gemas de ovo de galinhas
poedeiras alimentadas com este condimento (GOMEZ, et al. 2003) e a reducdo da
peroxidacdo plasmatica de lipidios em frangos de corte (TRAESEL et al., 2011).

Diante do exposto acima, tornasse evidente a necessidade de estudos que
aprofundem conhecimentos de como a formulagdo de dietas altera a composic¢édo do
leite em uma determinada caracteristica. Assim, 0 objetivo deste experimento foi
investigar o efeito da inclusdo de orégano na alimentacdo de vacas leiteiras sobre a

qualidade quimica do leite in natura e caracteristicas sensoriais do leite pasteurizado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cadeia Produtiva do Leite Bovino

A criacdo de bovinos no Brasil é, de longe, a atividade econémica que ocupa a
maior extensdo de terras no pais. De acordo com o censo agropecuério de 2009 o
rebanho bovino brasileiro foi estimado em 214,3 bilhGes de cabecas (IBGE, 2009).

O Brasil ocupa a 5% posicdo na producdo leiteira no ranking mundial, tendo
produzido aproximadamente 31 mil toneladas de leite em 2011, o que representa um
aumento de 5,3% em relagédo ao ano de 2010 com uma producdo de 29.085,5 milhdes de
litros de leite (IBGE, 2011).

Em dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica do total
de litros produzidos, a regido Norte concentra 5,7%, a regido Nordeste 13,0%, a regido
Sudeste 35,5 %, a regido Sul 31,3%, e a regido Centro-oeste 14,5% (Figura 1). A Bahia
ocupa a 62 posi¢cdo no ranking nacional, além de ser o maior estado produtor da regido
Nordeste com producdo de 1,24 bilhGes de litros de leite por ano, sendo observado um
crescimento na producdo de 4,5% quando comparado ao ano de 2010, com
produtividade média de 1,18 bilhdes de litros de leite por ano (IBGE, 2011).

H Norte

B Nordeste
Sudeste

m Sul

m Centro-oeste

Fonte: IBGE, 2011.

Figura 1. Valores efetivos para a producao brasileira de leite por regides da Federacao.

O consumo de leite fluido no Brasil atingiu em 2007, o valor médio de 77
kg/habitante/ano (EMBRAPA, 2008), entretanto, esse consumo estd em expansdo com
um crescimento de ordem de 2,6% ao ano (SCHUBERT & NIERDELE, 2009), o

avancgo ano a ano do consumo de leite estd diretamente ligado ao aumento de renda,
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dessa forma tradicionalmente quanto maior a renda de uma familia, maior o consumo de
leite e seus derivados. Segundo Marcelo Pereira de Carvalho, diretor da AgriPoint,
empresa de informacdo especializada em cadeias do agronegdcio, em média, para cada
1% de aumento da renda, o consumo de lacteos no Brasil aumenta 0,5%. As familias
podem ndo aumentar a quantidade consumida de leite fluido, mas podem passar a
consumir mais derivados (OLIVEIRA & CARVALHO, 2012).

Embora no Brasil, 0 consumo de leite seja grande, comparativamente a outros
paises como Argentina, México e Egito, ainda esta bem distante da recomendacdo do
Ministério da Saude, que estabelece trés porgdes didrias, equivalentes a 220
kg/pessoa/ano (LACTEA BRASIL, 2010). Isso talvez ocorra porque dietas baseadas em
produtos lacteos, as quais contém altos niveis de acidos graxos saturados, sempre foram
associadas a doencas cardiovasculares (SIMIONATO, 2008). Porém, existem acidos
graxos com potencial efeito positivo para a salde humana, que sdo encontrados
predominantemente na gordura dos ruminantes, como por exemplo, o CLA (Conjugated
Linoleic Acid ou Acido Linoléico Conjugado). Inimeras pesquisas trazem também as
tentativas em modificacbes da dieta com o objetivo de reduzir os teores de Acidos

graxos Saturados (AGS) e aumentar os acidos graxos insaturados.

2.2 Componentes do Leite

Segundo a Instru¢cdo Normativa n® 62, Regulamento de Identidade e Qualidade
de Leite Cru, “entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da
ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas. O leite de outras espécies deve denominar-se segundo a
espécie da qual proceda”. A legislacdo estabelece padroes fisico-quimicos em relacéo a
qualidade do leite, este deve apresentar no minimo 3% de gordura, 2,9% de proteina,
8,4% de Extrato Seco Desengordurado (ESD) e 11,5% de Extrato Seco Total (EST);
densidade relativa entre 1,028 a 1,034 e indice crioscépico de —0,530 a -0,550 °H
(BRASIL, 2011).

O leite € composto por mais de 100.000 tipos de moléculas, cada uma delas
apresenta funcdes especificas, 0 que faz do leite um dos alimentos mais complexos e
completos encontrados na natureza (HURLEY, 2006). O leite € uma combinacdo de
varias substancias na dgua podendo ser classificado como uma emulsdo de glébulos de

gordura dispersos na fase aquosa, estabilizada por uma dispersao coloidal de proteinas
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em uma solucdo de sais, vitaminas, peptideos, lactose, oligossacarideos, caseinas e
outras proteinas (SANTOS & FONSECA, 2000).

A biossintese do leite ocorre na glandula mamaria, sob controle hormonal, a
partir de nutrientes fornecidos pelo sangue e epitélio glandular. Estes nutrientes sao
provenientes diretamente da dieta ou séo produtos modificados nos tecidos dos animais
antes de alcancar a glandula mamaria (FRANDSOM et al., 2003; BEHMER, 1991).
Alguns componentes do leite, como as proteinas e os acidos graxos, originam-se, em
pequena parte, do plasma sanguineo em condicao pré-formada, sendo a maior proporgao
sintetizada na glandula mamaria, a partir de precursores. As vitaminas e 0s minerais so
obtidos diretamente do plasma sanguineo, enquanto a lactose é sintetizada
exclusivamente na glandula mamaria (WALSTRA et al., 2001).

Os principais constituintes deste alimento encontram-se distribuidos nas
proporcdes de 87,5% de agua; 4,5% de lactose; 3,6% de proteinas; 3,6% de gordura e
0,8% de sais minerais, essa composi¢do pode variar devido a uma série de fatores o
quais envolvem a raca, caracteristicas individuais, alimentacdo, periodo de lactacéo,
idade, clima, estagdo do ano, intervalos entre as ordenhas, estresse e agdo de antibioticos
(FOX & MCSWEENEY, 1998; BARROS, 2007).

A lactose é um dissacarideo composto de glicose e galactose, sendo este ultimo
de origem da propria glicose. O acucar do leite é sintetizado a partir da glicose
produzida no figado pelo aproveitamento do &cido propibnico absorvido no rimen e
pela transformacdo de certos aminoécidos. A secrecdo da lactose dentro do limen
alveolar causa a entrada de agua, exercendo importante controle do volume de leite
(OLIVEIRA, 2004). O teor de lactose varia pouco por estar sujeita a regulacdo
enddcrina e, principalmente, por ser o principal agente osmotico envolvido na secrecédo
do leite (ABUGHAZALEH et al., 2002).

As proteinas do leite sdo de fécil digestdo e de alto valor bioldgico, contém o0s
aminoéacidos essenciais em quantidade e propor¢des adequadas. As principais proteinas
do leite sdo as caseinas, mas existe outro grupo que sdo as proteinas sollveis ou
proteinas do soro. Estas estdo constituidas por proteinas globulares, tais como f3-
lactoglobulina, a-lactoalbumina, imunoglobulinas, proteose-peptonas, lactoferrina,
transferrina e enzimas. Os 5% restantes compBem 0 nitrogénio de compostos nao
protéicos, representado por uréia, amodnia, &acido Urico, aminoacidos e outros
(SGARBIERI, 1996).
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A gordura possui importantes fungdes e caracteristicas especificas no leite,
sendo considerada a maior fonte de energia do leite e responsavel por boa parte das
caracteristicas sensoriais do leite, além de possuir inUmeras propriedades que permitem
diversificacdo nas industrias lacteas (SANTOS & FONSECA, 2001). Sob o ponto de
vista nutricional, a gordura pode apresentar niveis consideraveis de acidos graxos da
familia 6mega-3 (n-3) e dmega-6 (n-6), além de isémeros do &cido linoléico, como o
acido ruménico (CLA) e seu precursor acido vacénico, sendo a carne e o leite
provenientes de animais ruminantes a principal fonte natural de CLA para o homem
(ALLOCATI et al., 2007). O &cido linoléico ndo € sintetizado pelo organismo humano,
enquanto que o linolénico e o araquiddnico sdo sintetizados, a partir do acido linoléico.
A proporcdo de Acidos Graxos Saturados (AGS) e Acidos Graxos Poli-insaturados
(AGPI) de 6:4 na gordura do leite é considerada nutricionalmente aceitavel (HMSO,
1994).

O acido graxo vacénico é formado pela biohidrogenizacdo do CLA (18:2cis9,
transll e 18:2cis12, transl0). Muitas vezes, a biohidrogenizacdo do &cido graxo
linoléico ndo chega a completar-se, assim, quantidades significativas de acido graxo
conjugado e de trans-monoinsaturados, como o &cido graxo vacénico, alcancam o
duodeno e s&o absorvidas, ficando no leite ou no tecido (BEORLEGUI, 2004).

O CLA também pode ser formado endogenamente pela dessaturacdo do acido
graxo vaccénico por uma enzima presente na glandula mamaria e no tecido adiposo, a
A-°dessaturase (MEDEIROS, 2002). A A-°dessaturase também é encontrada em tecidos
humanos, por isso, aumentos no consumo de acido graxo vaccénico poderiam ter 0s
mesmos efeitos benéficos associados a ingestdo de CLA (BEORLEGUI, 2004).

O leite é composto por 70% de acidos graxos saturados, 25% de acidos graxos
monoinsaturados e 5% de acidos graxos poli-insaturados. Quanto ao tamanho da cadeia
carbbnica pode-se dizer que cerca de 30% dos &cidos graxos sdo de cadeia longa e 0
restante corresponde a acidos graxos de cadeias curta e média (GRUMMER, 1991).

Os acidos graxos da gordura do leite podem ser derivados basicamente de quatro
vias principais: dieta, glandula maméaria (sintese de novo), rumen (degradacao,
biohidrogenacdo, bacterianas e sintese), e a mobilizagdo de gordura corporal (STOOP et
al., 2009). Sua composicdo esta ligada a muitos fatores, tanto intrinsecos (raca,
genotipo, estagio de lactacdo) e extrinsecos (ambientais) (PALMQUIST & BEAULIEU,
1993).
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2.3 Prevencéo Contra a Oxidacdo Lipidica

Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di e monoacilglicerdis,
acidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterois e outras substancias. A maior
parte destes constituintes é oxidavel em diferentes graus (BERSET & CUVELIER,
1996), sendo que os &cidos graxos insaturados sdo as estruturas mais susceptiveis aos
processos oxidativos, uma vez que a velocidade desta reacdo é dependente do numero
de duplas ligac6es presentes na molécula (COSGROVE et al., 1987).

A degradacdo oxidativa dos acidos graxos insaturados pode ocorrer por vérias
vias, em funcdo do meio e dos agentes catalisadores. A auto-oxidacdo é o principal
mecanismo de oxidacdo dos lipidios e estd associada a reacdo do oxigénio com acidos
graxos insaturados, envolve reac@es de iniciacdo, propagacao e terminacdo. A iniciacdo
da oxidacdo esta relacionada com a formacdo de radicais livres e é seguida pela
formagdo de hidroperdxidos; esses compostos séo relativamente instaveis, sobretudo a
altas temperaturas e em presenca de metais de transicdo. O processo oxidativo é
autocatalitico, requerendo apenas um radical inicial para producdo de hidroperoxidos
lipidicos (FRANKEL, 1991).

A oxidacdo lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis tornando os alimentos improprios para o consumo, além de também
provocar outras alteracbes que irdo afetar ndo sé a qualidade nutricional, devido a
degradacdo de vitaminas lipossollveis e de acidos graxos essenciais, mas também a
integridade e seguranca dos alimentos, através da formacdo de compostos
potencialmente toxicos (KUBOW, 1993; SILVA, 1999).

Os lipidios do leite podem sofrer auto-oxidacdo, o que pode levar a mudangas na
sua qualidade. Os mecanismos envolvidos incluem uma complexa interacdo de pré e
antioxidantes que consiste tanto em compostos de baixo peso molecular, como em
vitaminas e proteinas. Além disso, a composic¢do fisico-quimica dos diferentes
componentes do leite, tem uma acentuada influéncia (LINDMARK-MANSSON &
AKESSON, 2000).

O aumento da suscetibilidade do leite a esse tipo de reacéo se deve basicamente
a reducdo no seu teor de antioxidantes, principalmente a vitamina E. Uma vez
desencadeado, o processo de oxidagdo da gordura aumenta progressivamente em
intensidade. As altera¢fes no sabor podem néo estar perceptiveis no leite, mas, sim, em

seus derivados, as principais causas estdo relacionadas a higienizagcdo inadequada de
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equipamentos; presenca de minerais na agua, como cobre e ferro; &gua acida e
tubulagdes de cobre; uso de sanitizantes a base de cloro; uso de alimentos pobres em
vitamina E; fornecimento de altos teores de gordura vegetal (grdos de soja, semente de
algodéo, semente de linhaca) e exposicdo do leite a luz solar ou fluorescente (ACURI et
al., 2005).

Os antioxidantes presentes no leite podem funcionar por meio de inimeros
mecanismos. Diferentes enzimas podem impedir a formacéo de radicais ou sequestrar
os radicais de peroxido de hidrogénio e outros perdxidos, outras enzimas catalisam a
sintese ou a regeneragdo de antioxidantes ndo-enzimaticos, entre estas, podem ser
encontradas no leite a superdxido dismutase e catalase, outra familia de enzimas com
funcbes antioxidantes sdo a glutationa contendo selénio peroxidase (LINDMARK-
MANSSON & AKESSON, 2000).

Antioxidantes ndo enzimaticos podem ser formados no organismo do animal ou
serem inclusos nas dietas como nutrientes essenciais, entre estes podem ser citados a
proteina lactoferrina, vitamina C (acido ascorbico), vitamina E (tocoferdis e
tocotriendis) e alguns carotenoides. Varios antioxidantes ndo enzimaticos atuam como
captadores de radicais na fase lipidica, tais como vitamina E, carotendides e ubiquinol
enquanto que a vitamina C atua na fase aquosa. Outros podem reagir em ambas as fases,
lipidica e aquosa, tais como alguns flavonoides, que operam tanto como sequestradores
de radicais e ligantes de iéns metalicos. Além disso, o fornecimento alimentar de
algumas vitaminas B e elementos tracos sdo importantes para a atividade Otima de
varios enzimas antioxidantes (LINDMARK-MANSSON & AKESSON, 2000).

Os antioxidantes sdo definidos como substancias capazes de diminuir ou
prevenir a oxidacdo de outras moléculas presentes em baixas concentracGes quando
comparadas ao substrato oxidavel (HALLIWEL et al., 1995). Estes podem estar
presentes naturalmente ou serem adicionados intencionalmente nos alimentos,
mantendo intactas suas caracteristicas sensoriais, além de ndo causar efeitos fisiol6gicos
negativos, serem lipossolUveis, resistentes aos processos de conservacdo dos alimentos
e ativos em baixas temperaturas (ORDONEZ et al., 2005).

O principal tipo de antioxidante utilizado na indudstria de alimentos € o sintético,
com destaque para 0 BHA (hidroxianisol butilado), o BHT (hidroxitolueno butilado), o
PG (galato de propila), e o TBHQ (terc-butil-hidroquinona) (SHAHIDI, 2000).
Pesquisadores apontam o0s possiveis maleficios a saude decorrentes do efeito
acumulativo dos antioxidantes sintéticos (ARABSHAHI-DELOUEE & UROOQJ, 2007),
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consequentemente novas alternativas tém sido buscadas para a substituicdo destes. Ha
um namero crescente de pesquisas para o desenvolvimento e utilizacdo de antioxidantes
de fontes naturais. Desde tempos pré-historicos, ervas e especiarias tém sido usadas ndo
apenas como aromas alimentares, mas também por suas propriedades medicinais e anti-
sépticas. Efeitos conservante sugeriram a presenca de constituintes antimicrobianos e
antioxidantes (ADEGOKE et al., 1998).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de vegetais e plantas. Muitas
ervas e especiarias utilizadas como condimentos em alguns pratos, sdo excelentes fontes
de compostos fendlicos, tais substancias tém demonstrado alto potencial antioxidante,
podendo ser usadas como conservantes naturais para alimentos (RICE-EVANS et al.,
1996; ZHENG & WANG, 2001). O alecrim (RHEE, 1987) tem sido sem duvida um dos
mais estudados antioxidantes naturais, porém outros também tém sido alvos de
investigacao, entre eles o orégano (GOVARIS et al., 2004) que é outra especiaria muito
utilizada em alimentos e que apresenta um bom potencial antioxidante (GRUN et al.,
2006).

2.4 Orégano

O orégano (Origanum vulgare) é uma planta perene gque se adapta bem em solos
secos e calcarios (Figura 2). A grande maioria das espécies de Origanum é nativa do
Mediterraneo, mas também s&o cultivadas por toda Europa, ao leste e centro da Asia e
Taiwan. Também é encontrada nas Américas, onde foi introduzida pelo homem como
tempero, na Ameérica do Sul o principal produtor é o Chile, seguido pela Bolivia e Peru
(CLEFF et al., 2009).

Figura 2. Orégano (Origanum Vulgare). Fonte: O autor.
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A denominacdo orégano engloba varias espécies, a mais comum esté presente no
género Origanum. Sua composicdo quimica varia dependendo da espécie, clima,
altitude, tempo de colheita e estagio de crescimento. As folhas secas e o 6leo essencial
de Origanum vulgare tém sido usados medicinalmente por varios séculos em diferentes
partes do mundo, e seu efeito positivo sobre a saide humana tem sido atribuido a
presenca de compostos antioxidantes na erva e consequentemente em seus produtos
derivados (PEAK et al.,, 1991; CERVATO et al.,, 2000). Além de possuirem
propriedades bactericidas e efeito estimulante, eles também sdo antiespasmaodico,
antinfeccioso, antiséptico, vasoconstritor (TSINAS, 1999).

Varios estudos estdo focando as capacidades quimicas do extrato desse género
devido a suas diversas propriedades e ao alto interesse na substituicdo dos aditivos
sintéticos na conservacdo de alimentos (LOZANO et al., 2004). As propriedades do
orégano sdo atribuidas, principalmente, a presenca de compostos fendlicos, estes
possuem grande quantidade de propriedades fisioldgicas (como antialergénica, anti-
aterogénica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitrombotica e vasodilatadora). Mas 0
principal efeito dos compostos fendlicos tem sido atribuido a sua agdo antioxidante em
alimentos (BALASUNDRAM et al., 2006).

Compostos fenodlicos englobam moléculas simples até outras com alto grau de
polimerizacdo (BRAVO, 1998). Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligado a
acucares (glicosideos) e proteinas (CROFT, 1998). Os fendlicos estdo divididos em dois
grande grupos: os flavonoides e os acidos fendlicos. Antioxidantes fendlicos atuam
como sequestradores de radicais e algumas vezes como quelantes de metais (SHAHIDI
et al., 1992), agindo, nas etapas de iniciacdo e propagacdo do processo oxidativo. Os
principais compostos fenolicos identificados no orégano sdo: glicosideos fendlicos;
acido caféico, &cido protocatecuico, apigena, eriodictol, diidro-quercetina e diiedro-
kaempferol (CINTRA, 1999).

Na literatura, existem diversos estudos sobre os efeitos relacionados a protecdo
oxidativa de lipidios através da suplementacdo de animais monogastricos com orégano.
Foram verificados efeitos em frangos de corte, perus e coelhos apds estocagem a 4 e
20°C (BOTSOGLOU et al., 2002; GIANNEMAS et al., 2005; GOVARIS et al., 2004;
BOTSOGLOU et al., 2004), além do efeito protetor sob gemas de ovos de galinhas
poedeiras e a redugdo na peroxidacdo de lipidios plasméticos de em frangos de corte
(GOMEZ et al., 2003; TRAESEL et al., 2011).
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Além da atividade antioxidante, o estudo da atividade antibacteriana do orégano
e de seus diferentes extratos e dleo essencial tem sido executado sobre bactérias e
fungos patogénicos e deteriorantes. Sahin et al. (2003) conduziram um estudo para
avaliar a efetividade antibacteriana do extrato metandlico e do 6leo essencial de orégano
sobre uma série de bactérias de interesse em alimentos e observaram que o 6leo
essencial foi efetivo na inibicdo da grande maioria das bactérias ensaiadas, em destaque
as bactérias patogénicas E. coli O157: H7, Salmonella spp. e S. aureus. Marino et al.
(2001) analisando o efeito antimicrobiano de varias especiarias notaram que o 0Oleo
essencial de orégano foi o mais efetivo na inibicdo de bactérias Gram positivas e Gram
negativas. Também foram verificados efeitos sobre a inibicdo da populacdo de
Salmonella enteridis em refei¢do tipo salada (KOUTSOUMANIS et al., 1999) e a
reducdo inicial da populacdo de Salmonella tiphymurium para filés bovinos através da
combinacdo do 6leo e embalagens modificadas (SKANDAMIS et al., 2002).

Com a comprovacao da atividade antimicrobiana de diversos 6leos essenciais,
inclusive do orégano, os pesquisadores examinaram o potencial destes para modificar
populacdes microbianas do ramen, a fim de aumentar a eficiéncia da fermentacao
ruminal e melhorar a utilizagdo de nutrientes (BENCHAAR & GREATHEAD, 2011).
Estudos in vitro foram conduzidos e com base nos resultados observaram que 0s
compostos fendlicos (timol, eugenol, carvacrol) ou 6éleos essenciais com altas
concentracdes desses compostos fenolicos podem ser eficazes, pelo menos in vitro, na

reducdo de producéo de metano pelos ruminantes (MACHEBOEUF et al., 2008).

2.5 Influéncia do tratamento térmico sobre os acidos graxos do leite

Os meétodos de conservacdo, que utilizam o calor, visam principalmente a
eliminacdo dos microrganismos indesejaveis, que se encontram no alimento. A
aplicacdo dos processos de conservacao pelo calor estd condicionada ao grau adequado
de temperatura, ao tempo de sua exposicao, as diferentes caracteristicas dos produtos a
serem submetidos aos tratamentos, como também a resisténcia térmica dos
microrganismos a serem destruidos. A intensidade e o tempo de exposicdo ao calor,
além de sua vigorosa acdo sobre os microrganismos, podem alterar também o valor
nutritivo e modificar a natureza histoldgica, fisica e quimica do alimento, reduzindo as
suas qualidades sensoriais e nutricionais, tornando-o inadequado ao consumo humano e

consequentemente, reduzindo o seu valor comercial. Portanto, a aplicacdo do calor
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como método de conservagdo necessita de um rigoroso controle, sob pena de destruir ou
modificar diversos componentes dos alimentos, ao invés de contribuir para a sua
conservacao (SILVA, 2000).

Com relagdo ao tempo e a temperatura a ser utilizado, o processo de conservacao
pode ser realizado de duas maneiras, a esterilizacdo comercial e a pasteurizagdo. A
chamada esterilizacdo comercial do leite é o processo de Ultra Alta Temperatura
(UAT), que segundo a Tetra Pak (1996) é uma técnica para a preservacdo de alimentos
liquidos por meio da sua exposi¢do ao calor intenso por um rapido periodo de tempo,
destruindo os microrganismos do produto, e que para o leite deve ser conduzido da
seguinte forma, o produto homogeneizado deve ser submetido, durante 2 a 4 segundos,
a uma temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um processo térmico de fluxo
continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e envasado, sob
condigBes assépticas, em embalagens esterilizadas e hermeticamente fechadas
(BRASIL, 1997).

O processo de pasteurizacdo pode ser realizado de duas formas diferentes, a
pasteurizacdo lenta, na faixa de 62 a 65°C durante 30 a 35 minutos, também conhecida
como pasteurizagdo LTLT (Low Temperature, Long Time ou temperatura baixa, tempo
longo) e a pasteurizacdo rapida, na faixa de 72 a 75°C, durante 15 a 20 segundos,
também conhecida como pasteurizacdo HTST (High Temperature, Short Time, ou alta
temperatura, tempo curto) (SANVIDO, 2007).

A pasteurizacdo lenta € um processo de pouca utilizagdo industrial, continua
sendo empregada a nivel laboratorial e pelos pequenos produtores rurais, na
pasteurizacdo do leite (SILVA, 2000), alem de ser pratica comum e indicada para
conservacao de leite materno em bancos de leite humano (NASCIMENTO & ISSLER,
2004).

O comportamento do leite submetido ao aquecimento é funcdo ndo somente da
temperatura alcancada, mas também da duragdo do aquecimento. O aquecimento do
leite acarreta numerosas consequéncias, entre as quais pode se citar por sua maior
importancia, modificacdo da estabilidade da solugdo coloidal e da emulsdo graxa e a
modificacdo de cor e sabor. Estas transformacgdes sdo o resultado de acdes complexas
do calor sobre os diversos componentes do leite, sendo que os componentes da gordura
s80 pouco sensiveis aos tratamentos térmicos moderados, € preciso alcangar
temperaturas muito superiores a 100°C ou realizar um aquecimento prolongado durante
varias horas a 70-80°C para detectar uma degradacdo (VEISSEYRE, 1988), situacédo
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que é comprovados pelos resultados de Souza (2003) e Costa et al. (2011b) que
estudaram a influéncia dos diferentes tratamentos térmicos sobre o perfil lipidico dos

leites in natura e termicamente tratados.

2.6 Analise Sensorial

Um alimento além de seu valor nutritivo deve produzir satisfacéo e ser agradavel
ao consumidor, sendo isto, resultado do equilibrio de diferentes parametros de qualidade
sensorial (BARBOZA et al., 2003). O consumidor tende a se tornar mais seletivo e
exigente na hora de optar pelas marcas a sua disposi¢do, em virtude disso, as industrias
precisam inovar ou desenvolver produtos que antecipem essas necessidades para
surpreender o consumidor e ganhar mercado na frente da concorréncia (ATHAYDE,
1999). A partir dos avancos ocorridos na producéo de alimentos tornou-se necessaria a
criacdo de métodos que descrevessem as interacdes entre 0 homem e sua percepgao em
relacdo as caracteristicas do produto. Assim, a analise sensorial vem se desenvolvendo
juntamente com as tecnologias de fabricacdo de alimentos (MANFUGAS, 2007).

A anélise sensorial € uma ciéncia que utiliza como ferramenta principal o
consumidor, em seus aspectos psicoldgicos e fisioldgicos. Esta avalia as caracteristicas
dos alimentos através das percepcOes identificadas pelos sentidos da visdo, olfato,
gosto, tato e audicdo. Tais percepcdes sdo respostas frente as caracteristicas dos
produtos que podem ser mais ou menos representativas, a depender da aplicagdo ou nao
de métodos de anélise destas respostas (MANFUGAS, 2007). O objetivo da avaliagéo
sensorial é detectar diferencas entre os produtos baseado nas diferencas perceptiveis na
intensidade de alguns atributos (FERREIRA et al., 2000), contudo, conforme o produto,
o atributo sensorial e a finalidade do estudo existem recomendac@es de métodos, estes
séo classificados em discriminativos, descritivos e afetivos (ABNT, 1993).

Os testes descritivos sdo utilizados em avaliagBes em que sdo necessarios a
selecdo e/ou treinamento da equipe sensorial e em que é exigida uma avaliacdo objetiva,
ou seja, na qual ndo sdo consideradas as preferéncias ou opinides pessoais dos membros
da equipe, como no caso dos testes afetivos (FERREIRA et al., 2000).

Os métodos descritivos podem ser testes de avaliacdo de atributos (por meio de
escalas), perfil de sabor, perfil de textura, Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) e teste
de tempo-intensidade (ABNT, 1993). Neste tipo de método sensorial procura-se definir

as propriedades do alimento e medi-las da maneira mais objetiva possivel, as
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preferéncias ou aversdes dos julgadores ndo sdo importantes neste teste, o objetivo é
detectar a magnitude ou intensidade dos atributos do alimento (ANZALDUA-
MORALES, 1994).

O perfil de atributos é um teste que avalia a aparéncia, cor, odor, sabor e textura
de um produto comercializado ou em desenvolvimento, amplamente recomendado em
desenvolvimento de novos produtos, para estabelecer a natureza das diferencas entre
amostras ou produtos, em controle da qualidade (TEIXEIRA et al., 1987).

Os testes afetivos sdo uma importante ferramenta de analise sensorial, por
acessar diretamente a opinido de consumidores efetivos e potenciais (MORETTI, 2007).
Estes podem ser utilizados para aperfeigoar produtos e/ou processos, buscando-se a
melhoria da qualidade e a reducdo dos custos de producdo e de distribuicdo. Podem
determinar a preferéncia geral ou aceitacdo dos consumidores por varios aspectos das
propriedades sensoriais de produtos como aparéncia, aroma, sabor e textura. Esse tipo
de teste pode permitir a compreensdo dos fatores que afetam a preferéncia geral ou a
aceitacdo do produto, podendo ser usado para avaliar as respostas de um grande numero
de consumidores de 50 a 400, com respeito as suas preferéncias, gostos, opinides e
atributos sensoriais dos produtos (MEILGAARD et al., 1991).

Os métodos afetivos de preferéncia tém por objetivo avaliar a preferéncia do
consumidor quando ele compara dois ou mais produtos entre si. Estes sdo normalmente
comparativos, ndo fornecendo medida de aceitacdo do produto, a menos que a
preferéncia seja manifestada em relagdo a um produto de aceitagdo conhecida
(CHAVES, 1993).

Existem diversos testes de preferéncia, dentre eles cita-se o de comparagédo
maultipla (MINIM, 2006). Pela técnica de comparacdo multipla uma amostra-referéncia
ou padrdo, identificada com a letra R ou P, é apresentada aos julgadores juntamente
com uma série de amostras-teste, codificadas. Ao julgador é solicitado avaliar as
amostras e comparar cada amostra-teste com a referéncia (R) em relagdo a alguma
caracteristica especifica de qualidade sensorial ou pela qualidade sensorial global ou
ainda pela preferéncia. Essa comparacdo € realizada utilizando-se uma escala
preestabelecida e os julgadores devem ser orientados quanto a utilizagdo da técnica. Se
o teste for de diferenca se faz necessario o treinamento deste em relacdo aos atributos
avaliados (CHAVES, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da incluséo de orégano na alimentacdo de vacas leiteiras sobre a

qualidade quimica do leite in natura e pasteurizado e caracteristicas sensoriais do leite

pasteurizado.

3.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

Analisar o efeito das dietas sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite in
natura a partir das analises de densidade, indice crioscopico, gordura, proteina,
lactose, EST e ESD;

Investigar o efeito da inclusdo de niveis crescentes de orégano na alimentagdo
das vacas sobre a composicdo de acidos graxos, qualidade nutricional e

atividade da enzima A°-dessaturase para as amostras de leite in natura;

Determinar o efeito da pasteurizacdo lenta sobre a composicéo de acidos graxos

do leite;

Verificar se as amostras de leite in natura apds o tratamento térmico
encontravam-se aptas para 0 consumo através das analises microbioldgicas de

coliformes totais e fecais (Escherichia coli);
Avaliar a influéncia da suplementacdo com orégano sobre as caracteristicas

sensoriais dos leites através de teste de preferéncia de comparacdo mdltipla e
perfil descritivo de sabor.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do Experimento

O experimento foi conduzido na fazenda Paulistinha, na cidade de Macarani-
BA, no periodo de outubro de 2010 a janeiro de 2011. Todos os procedimentos
experimentais foram realizados na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB)
no campus de Itapetinga-BA.

As analises quimico-bromatologicas referentes a alimentacdo fornecida foram
realizadas no Laboratério de Bovinocultura de Leite. Para as amostras de leite as
andlises fisico-quimicas, sensoriais, microbiolégicas e de &cidos graxos foram
realizadas no Laboratério de Processamento de Leite e Derivados, Laboratorio de
Analise Sensorial, Laboratorio de Microbiologia e Centro de Analises Cromatograficas,

respectivamente.

4.2 Delineamento Experimental para Obtencdo do Leite

Foram utilizadas 12 vacas mesticas Holandés x Zebu (grau de sangue variando
de %2 a % de sangue H x Z), de terceira ou quarta lactacdo, com producdo anterior entre
2.500 e 3.000 kg, ajustada para 300 dias, manejadas a pasto na época das aguas, € com
110 dias, em média, de lactacdo no inicio do periodo experimental.

As 12 vacas lactantes foram distribuidas em trés Quadrados Latinos 4 x 4. O
experimento foi constituido de quatro periodos experimentais, com duracdo de 21 dias
cada, sendo os primeiros 18 considerados de adaptacdo e os 3 restantes para coleta de
dados, conforme recomendado por Oliveira (2000).

Os animais foram alojados em baias individuais, providas de cocho e
bebedouros automaticos, com uma area de quatro metros quadrados. O alimento foi
oferecido na forma de mistura completa, duas vezes ao dia, as 6 e as 15 horas, a
vontade, de modo a permitir de 5 a 10% de sobras.

Os quatro tratamentos foram constituidos de diferentes niveis de suplementacdo
concentrada, tendo como volumoso a cana-de-agucar (Saccharum officinarum),
variedade RB 72-454, tratada com 1% de uma mistura de uréia e sulfato de amonia (9:1

partes), na fase experimental, apds um periodo de adaptacdo, de uma semana, de todos
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0s animais com cana e 0,5% desta mistura. Os niveis de suplementacdo concentrada
foram definidos pelo balanceamento das dietas para conter nutrientes suficientes para
manutencdo e producéo de 15 Kg.dia™ de leite, de acordo com o NRC (2001), com base
nos dados da analise bromatoldgica da cana-de-acUcar, previamente feita no inicio do
periodo de adaptagdo. As proporgdes estimadas dos ingredientes nos concentrados séo
apresentadas na Tabela 1, na base de matéria seca (MS). A relacdo
volumoso:concentrado foi de 60:40, na base da MS. Os niveis de inclusdo de orégano,
na forma seca, foram determinados com base no nivel de inclusdo do 0leo essencial na

dieta de cordeiros, 0,055% da dieta, conforme Simitzis et al. (2008).

Tabela 1. Proporcédo dos ingredientes da dieta nos concentrados e volumoso, com base

na matéria seca (%).

Niveis de inclusdo de orégano

Item (%)

0% 0,8 % 1,6 % 2,4%
Cana-de-agucar 64,93 64,93 64,93 64,93
Milho 20,96 20,09 19,22 18,35
Soja 12,06 12,08 12,10 12,12
Orégano 0,00 0,84 1,69 2,54
Sal mineral® 0,90 0,90 0,90 0,90
Fosfato bicélcico 0,75 0,75 0,75 0,75
Calcério 0,41 0,41 0,41 0,41

1Composigéo: Célcio, 20,5%; Fosforo, 10%; Magnésio, 15 g; Enxofre, 12g; Sddio, 68 g;Selénio, 32mg; Cobre, 1.650
mg; Zinco, 6285 mg; Manganés, 1960 mg; lodo, 195 mg; Ferro, 560 mg;Cobalto, 200 mg.

Do 19° ao 21° dia de cada periodo experimental, amostras do alimento oferecido
foram congeladas. Ao final do periodo experimental, as amostras do alimento oferecido,
cana-de-agucar e concentrado, foram pré-secas e compostas, por animal e periodo, na
base do peso. Posteriormente, foram moidas, em moinho com peneira de malha de 1

mm, acondicionadas em vidro com tampa e armazenadas para realizagdo das andlises.

4.3 Composi¢do Quimico-Bromatoldgica e Perfil de Acidos Graxos da Dieta

As analises de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB),
extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente acido
(FDA), fibra detergente neutro livre de cinzas e proteinas (FDNcp), carboidratos ndo
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fibrosos (CNF), hemicelulose (HEM) e lignina (Lig) das dietas, concentrado e
volumoso foram realizadas conforme Silva & Queiroz (2002).

As amostras de alimentos foram acondicionadas em sacos de fibra sintética
TNT, gramatura de 100, com dimensédo de 7 X 7 cm, na quantidade de 2,5 g de MS/saco,
a fim de manter 20 g de MS/cm? de 4rea superficial do saco (NOCEK, 1988) para
incubagdo e determinacdo da FDN. O teor de carboidratos ndo fibrosos, devido a
presenca de uréia nas dietas, foi estimado segundo Hall (2001): CNF = 100 - ((%PB -
%PB derivado da uréia + peso da uréia) + % FDN + % EE + % Cinzas). Na Tabela 2

estdo apresentadas as composicdes da cana-de-aglcar e dos concentrados.

Tabela 2. Composi¢do quimico-bromatoldgica dos ingredientes da dieta com base na

matéria seca (MS).

Item (%) Cana-de-agucar Milho Farelo de soja Orégano
MS 24,81 85,81 86,08 80,45
MO 96,35 98,70 91,20 91,9
PB 13,63 7,11 44,50 10,48
EE 1,36 3,00 3,40 3,27
FDN 56,20 23,40 14,30 38,65
FDA 37,90 6,63 9,65 19,85
HEM 18,29 16,72 4,65 18,78
Lig 7,91 1,12 4,00 6,24

MS- Matéria Seca, MO- Matéria Organica, PB- Proteina Bruta, EE- Extrato Etéreo, FDN- Fibra em Detergente
Neutro, FDA - Fibra em Detergente Acido, HEM — Hemicelulose e Lig — Lignina.

Para obtencdo do perfil de acidos graxos das dietas, os lipidios das amostras
foram extraidos de acordo com metodologia proposta por Folch et al. (1957) com
cloroférmio, metanol e agua (2:1:1). O preparo dos ésteres metilicos foi realizado
conforme o método 5509 da ISO (1978). Em um tubo de tampa rosqueavel, foram
adicionados a mateéria lipidica extraida, 2,0 mL de n-heptano e 2,0 mL de KOH 2,0
mol.L™* em metanol com posterior agitacdo vigorosa. Apds separacdo das fases, 0
sobrenadante foi transferido e armazenado sob refrigeracdo. As anélises cromatograficas
foram realizadas conforme descrito no item 4.5.1.3 e a identificacdo dos ésteres
metilicos de acordo com o item 4.5.1.4. A composi¢cdo quimico-bromatolégica e de

acidos graxos, em percentual, para as dietas estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Composi¢do quimico-bromatoldgica e de &cidos graxos das dietas utilizadas

nos diferentes tratamentos, com base na matéria seca (%).

Niveis de inclusdo de orégano

Item 0% 0,8 % 1,6 % 2,4%
Quimico-Bromatoldgica (%0)
MS 46,20 46,20 46,19 46,22
MO 93,08 93,43 93,56 93,74
FDN 49,92 50,05 50,06 49,98
FDA 27,50 28,01 28,41 27,43
FDNcp 44,09 44,27 44,27 44,13
PB 16,84 16,88 16,80 16,82
EE 2,03 2,12 2,12 2,16
CNF 33,72 34,10 33,42 33,37
Acidos Graxos (%)
Saturados
14:0 0,06 0,06 0,09 0,10
16:0 17,2 16,96 16,58 16,3
18:0 3,86 3,19 3,16 3,09
20:0 0,80 0,68 0,65 0,59
22:0 0,06 0,07 0,09 0,10
Insaturados
16:1 0,10 0,11 0,11 0,12
17:1 0,05 0,06 0,06 0,06
18:1n-9c 40,59 36,31 33,19 31,63
18:2n-6 35,56 41,11 42,55 43,69
18:3n-3 1,33 1,67 2,39 3,10
20:2 n.d. 0,02 0,36 0,41
20:3n-6 n.d. n.d. 0,04 0,06

*n.d. — ndo deteqtado; MS - Matéria Seca, MO - Matéria Organica, FDN - Fibra em Detergente Neutro, FDA - Fibra
em Detergente Acido, FDNcp - Fibra Detergente Neutro Livre de Cinzas e Proteinas, PB - Proteina Bruta, EE -
Extrato Etéreo, CNF - Carboidrato N&o Fibrosos.

4.4 Amostragem

As coletas de amostras individuais de leite de cada animal foram realizadas no 19°
e 20° dias do periodo experimental. As amostras eram compostas do leite das ordenhas
da manh& e da tarde, sendo a proporcdo determinada pela producdo nas respectivas
ordenhas.

Apbs ordenha, parte das amostras de leite in natura foram imediatamente
congeladas e aproximadamente 10 L de leite foram encaminhados para o campus da
universidade para pasteurizacao.

O leite in natura foi submetido a pasteurizacdo lenta a 65°C/30 minutos sob

agitacdo constante, sendo em seguida resfriado até ~ 4°C. Amostras de leite
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pasteurizado foram conduzidas para o Laboratorio de Analise Sensorial e outra parcela
congelada para realizacéo das analises.

4.5 Procedimento Experimental

4.5.1 Andlise de Acidos Graxos

4.5.1.1 Extracdo dos Lipidios Totais

Para a extracdo dos lipidios totais do leite in natura e pasteurizado, 50,0 mL de
cada amostra descongelada foram centrifugados a 12.000 rpm por 30 min a 4°C, em
Micro-Centrifuga de Alta Rotacdo Himac CF-16RX Il. A camada sélida formada na
parte superior foi coletada e armazenada em frascos eppendorfs para posterior analise
(REVENEAU, 2008).

4.5.1.2 Preparacéo de Esteres Metilicos de Acidos Graxos

Os lipidios extraidos do leite in natura e pasteurizado foram submetidos a
preparacdo de ésteres metilicos de acidos graxos, conforme procedimento descrito por
Bannon et al. (1982) com modifica¢Ges descritas por Simionato et al. (2010).

Foram adicionados 5,0 mL de solucdo de metéxido de sédio 0,25 mol.L™ em
metanol-dietil éter (1:1), em um tubo de tampa rosquedvel com aproximadamente 150
mg de lipidios, agitando por 3 minutos. A mistura, foram adicionados 2,0 mL de iso-
octano e 10,0 mL de solu¢do saturada de cloreto de sédio. O tubo foi novamente agitado
e deixado em repouso para separacdo das fases, o sobrenadante foi transferido para

frascos eppendorf devidamente identificados, para posterior analise cromatografica.

4.5.1.3 Analise Cromatografica dos Esteres de Acidos Graxos

Os ésteres de &cidos graxos foram analisados por um cromatografo a gas
Thermo Finnigan, modelo Trace-GC-Ultra, equipado com Detector de lonizagdo de
Chama (DIC) e coluna capilar de silica fundida BPX-70 (120m, 0,25mm d.i). As vazdes

dos gases (White Martins) foram de 6,5 mL.min’ para o gés de arraste (H,); 30 mL.min"
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! para o0 gas auxiliar (N,); 30 mL.min™ para 0 H, e 250 mL.min™ para o ar sintético da
chama. A razdo da diviséo da amostra foi de 90:10.

Os parametros de funcionamento foram estabelecidos apds verificacdo da
condicdo de melhor resolucdo. As temperaturas do injetor e detector foram 250°C e
280°C, respectivamente. A temperatura da coluna foi programada a 140°C por 10
minutos, seguido por uma primeira rampa de 15°C/min até atingir 200°C,
permanecendo por 1 minuto. A segunda rampa foi de 10°C/min até atingir 230°C,
permanecendo 1 minuto nesta temperatura. A terceira rampa de 0,4°C/min até atingir
233°C por 3 minutos. A Gltima rampa foi de 0,5°C/min até atingir 238°C por 2 minutos.
O tempo total de anlise foi de 41,50 minutos.

As injecOes foram realizadas em duplicata e os volumes das injecdes foram de
1,2 uL. As areas dos picos dos ésteres metilicos de acidos graxos foram determinadas

através do software ChromQuest 4.1.

4.5.1.4 1dentificacdo dos Esteres Metilicos de acidos graxos

A identificacdo dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi realizada ap6s
verificacdo do Comprimento Equivalente de Cadeia (ECL - Equivalent Length of
Chain) dos picos (Visentainer & Franco, 2006) e comparacdao dos tempos de retencao
de padrdes de ésteres metilicos de &cidos graxos contendo os isdbmeros cis-9, trans-11 e
trans-10, cis-12 do &acido linoléico (189-19, O-5632 e 0-5626, Sigma, EUA).

4.5.1.5 Avaliacéo da Resposta do Detector de lonizacdo de Chama

Para avaliar a resposta do DIC foi utilizada uma solucéo constituida de uma
mistura de padrdes (Sigma) de ésteres metilicos de acidos graxos com concentracao
conhecida. O fator de resposta foi calculado em relacéo ao tricosanoato de metila (23:0),
através da Equacdo 1, conforme método proposto por Ackman (1972). Os fatores foram
obtidos a partir da média de quatro repeticoes.

_Pa3:0 )

F
R Ax.C23:0

Onde:

As-0= Area do tricosanoato de metila;
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Cyx= Concentracdo de ésteres metilicos de acidos graxos;
A, = Area do éster metilico de acido graxos;

Ca3.0= Concentracéo tricosanoato de metila.
4.5.1.6 Analise Quantitativa dos Esteres Metilicos de Acidos Graxos

Para as amostras de leite in natura foi realizada a quantificagdo dos &cidos
graxos, em mg.g™ de lipidios totais, utilizando o padréo interno tricosanoato de metila
(23:0) (Sigma, EUA). Apds a pesagem dos lipidios (~ 150 mg) para transesterificacdo
foram adicionados a todas as amostras, com auxilio de uma micropipeta, 1000 pL da
solucdo de padrdo interno com concentracdo conhecida (1,00 g.mL™Y). Para a
quantificacdo foram utilizados os fatores de resposta experimental, apos verificacdo da
concordancia destes valores com os tedricos (COSTA et al., 2011b).

As concentracBes dos &cidos graxos presentes na amostra foram obtidas
conforme Joseph & Ackman (1992), através da Equacéo 2.

C — X p R (2)
X A,M, F¢

Onde:

Ax = é&rea dos ésteres metilicos dos acidos graxos;

Ap = area do padrao interno;

Mp = massa do padrdo interno adicionado a amostra (mg);
M, = massa da amostra (Q);

FR = Fator de Resposta;

FC = Fator de Conversdo Ester Metilico para acidos graxos.

A quantificacdo dos &cidos graxos do leite pasteurizado baseou-se no método da
normalizacdo de area (VISENTAINER & FRANCO, 2006), em que expressa-se a

concentra¢do dos mesmos em porcentagem relativa de lipidios totais.
4.5.1.7 indice de Qualidade Nutricional dos Lipidios do Leite In Natura

A qualidade nutricional da fracdo lipidica do leite in natura foi avaliada atraves

do indice de Aterogenicidade (IA) e indice de Trombogenicidade (IT), a partir dos

35



resultados obtidos para os acidos graxos encontrados nas amostras. Os calculos foram
realizados segundo Ulbricht & Southgate (1991), através das seguintes equacoes:

12:0+(4°14:0) +16:0
2AGM +Xn-6+Xn-3

IA =

3)

T= 14:01t16:0+18:0
(05 -2AGM )+ (05 -2n-6)+@B-2n—-3)+(Xn—-3/2n-6)

(4)

Onde:

TAGMI = Somatorio de Acidos Graxos Monoinsaturados;
>n-6 = somatdrio dos &cidos graxos da familia 6mega-6;
>n-3 = somatdrio dos acidos graxos da familia dmega-3;

>n-3/Zn-6 = relacdo dos acidos graxos da familia dmega 6 e 3.
4.5.1.8 Indices de Atividade da Enzima A°-Dessaturase

Na auséncia de medidas diretas, razdes do produto e substrato da gordura do
leite tém sido utilizados para estimar a atividade da enzima A°-dessaturase na glandula
mamaria (GRIINARI et al., 2000), e ainda existem estudos que apontaram que estas
razdes de acidos graxos do leite estdo relacionadas positivamente com a atividade
maméria da A°-dessaturase (SINGH et al., 2004; BERNARD et al., 2005).

O indice da A°-dessaturase foi definido como o produto da A%-dessaturase em
raz&o da soma do produto da A®-dessaturase com substrato da A-dessaturase (KELSEY
et al., 2003). O indice de dessaturase foi calculado para quatro pares de acidos graxos
que representam produtos e substratos para a A°-dessaturase, estes pares de acidos
graxos foram 14:1n-9¢/14:0; 16:1n-9¢/16:0; 18:1n-9¢/18:0; 18:2c9t11/18:1n-7t. Por
exemplo o indice de CLA-dessaturase seria calculado como: (18:2c9t11)/( 18:2c9t11 +
18:1n-T7t).

4.5.2 Andlises Fisico-quimicas

As analises de composicdo fisico-quimica do leite foram feitas em triplicata,

para densidade (g.mL™Y) a 15°C, pelo termolactodensimetro de Quevenne; indice
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crioscopio (°H), utilizando crioscépio eletronico LAKTRON 312-L (BRASIL, 2011).
Os percentuais de gordura, proteina, lactose e Extrato Seco Total (EST) foram
determinados em analisador de leite por ultra-som, Lactoscan LA. O Extrato Seco
Desengordurado (ESD) foi estimado pela diferenca entre o EST e o percentual de

gordura.

4.5.3 Analises Microbioldgicas

A qualidade microbiolégica das amostras de leite pasteurizado foi avaliada por
meio de anélises para coliformes totais e fecais (Escherichia coli), no Laboratério de
Microbiologia da UESB.

Placas Petrifilm™ EC (3M Company, St. Paul, MN, EUA) foram inoculadas
com aliquotas de 1,0 mL de amostra e incubadas por 24h e 48h a uma temperatura de
35°C. Apds o periodo de incubacdo a leitura dos resultados foi realizada em 24h para
coliformes totais e 48h para coliformes fecais de acordo com os procedimentos
determinados pelo fabricante e indicadas para andlises de leite seguindo metodologia
descrita pela APHA (2001). As analises foram realizadas em duplicata e os resultados
expressos em UFC.mL™.

4.5.4 Analise Sensorial

4.5.4.1 Teste de Preferéncia de Comparacdo Multipla

As amostras de leite pasteurizado foram submetidas ao teste de preferéncia de
compara¢do mdaltipla para avaliacdo dos atributos sensoriais sabor e aroma, sendo
servidas a temperatura de 10°C para 50 provadores ndo treinados, entre professores,
alunos e servidores da UESB. Para cada periodo, as amostras foram apresentadas em
trés sessdes e de forma aleatoria, sob luz vermelha e em cabines individuais do
Laboratorio de Analise Sensorial da UESB, de acordo com Minim (2006). Entre cada
sessdo foi fornecido aos provadores torradas, biscoitos tipo cream cracker e agua para
limpeza do palato, além destas serem realizadas apds intervalos de no minimo 2h
(FERREIRA et al., 2000).
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Teste de Comparagdo Multipla - Leite Pasteurizado

Nome: Data:

Vocé recebeu uma amostra-padréo (P) e 4 amostras codificadas. Compare
cada amostra com o padrdo em relagéo a sua preferéncia, avaliando o grau
de preferéncia de acordo com a escala abaixo.

Extremamente MENOS PREFERIDA que o padrdo
Regularmente MENOS PREFERIDA que o padrdo
Ligeiramente MENOS PREFERIDA que o padrdo
Igual ao padrao

Ligeiramente MAIS PREFERIDA que o padrédo
Regularmente MAIS PREFERIDA que o0 padrao
Extremamente MAIS PREFERIDA que padrédo

~No Ok~ WN -

Aroma Sabor
Intensidade da Intensidade da
preferéncia preferéncia

Codigo da
amostra

Comentarios:

Figura 3. Ficha de avaliagéo utilizada no teste de

preferéncia por comparagdo mdaltipla.

Foram apresentadas aos julgadores, uma amostra-padréo identificada com a letra
P, juntamente com as amostras a serem avaliadas, devidamente codificadas com
nameros de trés digitos aleatdérios. A amostra-padrdo foi considerada a amostra de leite
proveniente das vacas que receberam as dietas sem orégano naquele determinado
periodo. Os julgadores avaliaram as amostras quanto a preferéncia, identificando
através da escala de intensidade a preferéncia de cada uma em relagdo a amostra-padrao.
Apbs a realizacdo do teste, as fichas de avaliacdo (Figura 3) foram organizadas e
separadas por julgador (CHAVES, 2001).

4.5.4.2 Perfil Descritivo

As amostras de leite pasteurizado foram avaliadas sensorialmente quanto aos
atributos de sabor e aroma através de um perfil descritivo. Para realizagdo do perfil de
sabor foram recrutados 10 julgadores com disponibilidade e afinidade com o produto a
ser testado. Estes realizaram um teste triangular (Figura 4) com o objetivo de medir a
acuidade e apds o teste foi realizado um treinamento para a familiarizagdo dos
procedimentos da analise a ser realizada, além do melhoramento das habilidades em

reconhecer e identificar os atributos sensoriais, sensibilidade e memoria.
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Teste Triangular

Nome: Data:

Duas das trés amostras apresentadas sdo idénticas. Por favor, prova as
amostras da esquerda para a direita e circule o codigo daquela que lhe
pareca diferente da série apresentada. Enxagie a boca ap6s cada avaliacdo
e espere 30 segundos.

Comentarios:

Figura 4. Ficha de avaliacdo para o teste triangular.

Para levantamento dos termos descritivos quanto ao sabor e aroma foram
apresentadas amostras com caracteristicas possivelmente préximas a do leite
pasteurizado. Os termos mais utilizados estavam inclusos na ficha de avaliagdo (Figura
5), onde os provadores, durante as degustacdes, atribuiram notas em escalas de
intensidade de 1 a 5 a cada um dos atributos sensoriais levantados anteriormente. Apos
avaliacdo sensorial, em grupo, com ajuda do lider da equipe, foram discutidas as
sensacdes percebidas com o objetivo de obter-se consenso quanto a intensidade dos
atributos. Os resultados foram representados, graficamente, por meio de uma forma
tipica desse método, chamada de “grafico-aranha”, onde destaca-se a intensidade de

cada atributo, sendo o ponto central, zero (DUTCOSKI, 1996).

Perfil de Sabor

Nome: Data:

Cddigo da amostra:

Aroma

Nota Caracteristica Intensidade
Aroma Caracteristico

Aroma Adocicado

Sabor

Nota Caracteristica Intensidade
Sabor Cozido

Sabor Caracteristico

Sabor Adocicado

Figura 5. Ficha de avaliacdo para o perfil de sabor.
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4.6 Andlises Estatisticas

Os dados obtidos a partir das analises fisico-quimicas, sensoriais e de acidos
graxos foram avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA) e analise de
regressdo, utilizando-se Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas (SAEG), versdo
9.1 (RIBEIRO JUNIOR, 2007). Os modelos estatisticos foram escolhidos de acordo
com a significancia dos coeficientes de regressao, utilizando-se o Teste F a nivel de 5%,
de determinacdo (R?) e com o parametro estudado. Para comparacdo do teor de acidos
graxos entre os tratamentos térmicos foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com 2 tratamentos e 12 repeticdes para cada um dos niveis de orégano, 0s
dados foram submetidos a ANOVA e teste Tukey a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise de Acidos Graxos

Os acidos graxos presentes nas amostras de leite in natura e pasteurizado das
vacas alimentadas com diferentes niveis de orégano na dieta foram tentativamente
identificados com base no comprimento equivalente da cadeia e comparagdo com

padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos.

5.1.1 Composicao de &cidos graxos da gordura do leite in natura

Foram identificados e quantificados 25 acidos graxos presentes na gordura do
leite in natura das amostras (Figura 6), os valores médios obtidos para os acidos graxos
das amostras foram agrupados de acordo com o grau de saturacdo em saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados (Tabela 4). Os é&cidos graxos encontrados em
maiores quantidades nas amostras de leite foram o acido miristico (14:0), &cido
palmitico (16:0) e &cido oléico (18:1n-9c), que apresentaram percentuais de 15,0; 44,0 e
16,0%, respectivamente, em relacdo ao contetudo de gordura do leite.

Em relacio aos Acidos Graxos Saturados (AGS), observou-se efeito do
tratamento (P < 0,05) sobre o acido tridecilico (13:0), acido miristico (14:0), &cido
pentadecilico (15:0) e acido araquidico (20:0). Com excecdo do &cido miristico (14:0),
que apresentou efeito linear para os tratamentos, os demais AGS citados apresentaram
efeito quadrético.

As concentracdes médias de acido miristico (14:0) foram influenciadas de forma
linear e decrescente pelos tratamentos, apresentando valores de 91,83 mg.g™ e 82,51
mg.g™ para a dieta controle e de 2,4% de orégano, respectivamente. O mesmo efeito foi
verificado por Bell et al. (2006) ao suplementar a dieta de vacas com éleo de cartamo e
Paschoal et al. (2007) ao alimentar com soja extrusada adicionada de selénio. A
ingestdo de acido miristico esta relacionada ao aumento dos niveis de colesterol total e
das Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL — Low Density Lipoproteins) (HU et al.,
2001; FRENCH et al., 2003), dessa forma a reducdo do teor de &cido miristico nas
amostras de leite pode ser considerada um fator positivo em relacdo a suplementagéo

das vacas leiteiras com orégano.
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Figura 6. Cromatograma obtido para as amostras de leite in natura (—) e leite pasteurizado (—), obtendo os seguintes acidos graxos: (1) 4:0,
(2) 6:0, (3) 8:0, (4) 10:0, (5) 12:0, (6) 13:0, (7) 14:0, (8) 14:1, (9) 15:0, (10) 15:1, (11) 16:0, (12) 16:1, (13) 17:0, (14) 17:1, (15) 18:0, (16) 18:1n-
7t, (17) 18:1n-9c, (18) 18:2n-6, (19) 18:3n-3, (20) 20:0, (21) 18:2 9c, 11t, (22) 18:2 10t, 12c, (23) 20:3n-6, (24) 22:0, (25) 20:3n-3 e (*) 23:0
(padréo interno).
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Tabela 4. Quantidade de 4cidos Graxos, em mg.g™ de lipidios, presentes nas amostras

de leite in natura das vacas alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de orégano.

3 Niveis de Orégano Ccv Valor de P?
Acidos Graxos

0% 0,8% 1,6% 2,4% (%)* L Q C
Saturados
4.0 571 6,17 6,58 5,85 15,96 ns ns ns
6:0 7,62 9,04 8,85 8,15 16,68 ns ns ns
8:0 6,05 7,20 7,46 6,81 15,15 ns ns ns
10:0 16,88 18,13 19,43 18,14 14,59 ns ns ns
12:0 23,53 25,48 25,25 24,59 15,91 ns ns ns
13:0° 1,30 1,18 1,16 1,28 17,07 ns 00499 ns
14:0* 91,83 92,75 84,11 82,51 12,82 00173 ns ns
15:0° 10,16 9,62 9,37 10,53 14,90 ns 00501 ns
16:0 257,58 261,41 272,30 26256 14,13 ns ns ns
17:0 2,89 3,01 2,99 2,91 13,77 ns ns ns
18:0 33,26 36,23 38,79 3532 13,95 ns ns ns
20:0° 0,61 0,61 0,55 0,70 15,26 ns  0,0940 ns
22:0 0,30 0,30 0,32 025 20,46 ns ns ns
Monoinsaturados
14:17 9,85 8,73 9,25 9,92 12,97 ns 00167 ns
15:1® 0,92 0,84 0,67 0,71 18,36 0,0002  ns ns
16:1 14,15 13,88 12,74 12,70 15,01 ns ns ns
17:1° 1,42 1,58 1,70 1,57 14,66 ns 00377 ns
18:1n-7t 5,65 6,17 6,37 5,93 18,74 ns ns ns
18:1n-9c 96,15 89,36 93,76 97,86 13,55 ns ns ns
Poli-insaturados
18:2n-6" 8,69 7,56 7,62 8,40 13,39 ns 00048 ns
18:2 9c, 11t 2,04 2,19 2,27 2,34 1966 ns ns ns
18:2 10t, 12c™ 0,52 0,60 0,75 0,79 2223 10,0003 ns ns
18:3n-3" 0,48 0,46 0,51 0,55 15,30 10,0228 ns ns
20:3n-3" 0,60 0,58 0,49 0,48 12,99 10,0005 ns ns
20:3n-6 0,25 0,35 0,39 0,30 24,18 ns 00019 ns

ICoeficiente de Variaco; 2ns: ndo significativo (P > 0,05); L, Q e C: efeitos de ordem linear, quadratica e clbica para
a inclusdo de orégano na dieta; 3y=0,097x?-0,2407x+1,3045 (R2=0,99); “y=-4,5758x+93,293 (R2=0,81); °y=0,6613x>
1,4815x+10,222 (R2=0,92); ®y=0,0594x?-0,1184x+0,6306 (R?=0,65); 'y=0,7x%-1,5892x+9,7777 (R?=0,88); Sy=-
0,1009x+0,9121 (R2=0,81); °y=-0,1131x°+0,346x+1,4109 (R?>=0,94); °y=0,7416x%-1,8815x+8,6691 (R?=0,98):
1y=0,1192x+0,528 (R2=0,95); '?y=0,0298x+0,4672 (R?=0,6437); *y=-0,0539x+0,606 (R?=0,88); ‘y=-
0,0755x%+0,2046x+0,2493 (R?=0,95).
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Também foi observado o decréscimo nas concentracdes medias do éacido
tridecilico (13:0) em relacéo as dietas controle (0%) e de 2,4% de orégano, ocorrendo
reducéo no contetido deste AG de 1,30 mg.g™ até 1,16 mg.g™* do nivel 0% para o nivel
de 1,6%, com posterior aumento para 1,28 mg.g*, no nivel de 2,4%. O &cido
pentadecilico (15:0) e 4cido araquidico (20:0) apresentaram comportamentos
semelhantes para os tratamentos, sendo observado o decréscimo de 10,16 para 9,37
mg.g™ e de 0,61 para 0,55 mg.g™, respectivamente, até o nivel de 1,6%, seguido de um
pequeno aumento nas quantidades destes AG para a dieta com 2,4% de orégano,
observando que o aumento em relacio a dieta controle foi de 10,16 mg.g™* para 10,53
mg.g” e 0,61 mg.g™* para 0,70 mg.g™, respectivamente. Considerando que estes AGs se
encontram em baixas concentragdes nas amostras de leite in natura, 0 aumento em seus
valores médios ndo influenciou de maneira significativa no total de AGS presentes nas
amostras.

O é&cido miristoléico (14:1), &cido 10-pentadecendico (15:1) e acido 10-
heptadecendico (17:1) foram os Acidos Graxos Monoinsaturados (AGM) que
apresentaram efeito em relacdo a dieta. O acido oléico (18:1n-9c), conhecido pela sua
propriedade hipocolesterolémica, foi o0 AGM presente em maior quantidade (94,28
mg.g™), mas no foi influenciado pela adicio de orégano no concentrado (P>0,05). O
4cido oléico é um produto da atividade da enzima A°-dessaturase, sendo a atividade
desta enzima responsavel pela dessaturacdo de AGS com 14 a 18 atomos de carbono,
convertendo-0s em seus correspondentes monoinsaturados, com uma ligagédo dupla no
carbono 9 (BEAULIEU et al., 2002).

O é&cido miristoléico (14:1) apresentou efeito quadratico para a inclusdo de
orégano, ocorrendo reducdo no seu teor da dieta controle para o nivel de 0,8% de
orégano, seguido de um aumento até o maior nivel de orégano (2,4%). O acido 10-
heptadecendico (17:1) também apresentou efeito quadratico do tratamento, sendo
observado aumento na sua concentracdo de 1,42 mg.g™ (controle) até 1,70 mg.g™* (1,6%
de orégano), seguido de um decréscimo (1,57 mg.g™') com a inclusdo de 2,4%, valor
este préximo ao encontrado para o nivel de 0,8% (1,58 mg.g). O &cido 10-
pentadecendico (15:1) foi influenciado de forma linear e decrescente pelos tratamentos,
apresentando diminuicdo da sua concentracdo de 0,92 mg.g™ para 0,71 mg.g™. Apesar
da inclusdo de orégano ter apresentado efeito significativo para alguns AGM, ndo foram

observadas alteracdes no teor total desta classe de acidos graxos para 0s tratamentos.
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A ingestdo de AGM traz beneficios a salde humana, estudos atualizados
mostram que, quando se substitui os AGS por AGM os niveis de LDL diminuem
enquanto HDL (High Density Lipoprotein) permanecem inalterados (OLIVEIRA et al.,
1982; GRUNDY & DENKE, 1990; MATHERSON et al., 1996; KINSELLA et al.,
1990). Ainda continuam as discussfes em relagdo ao consumo dos acidos graxos
saturados, monoinsaturados e poli-insaturados, apesar de os acidos graxos insaturados —
AGM e AGPI — serem comprovadamente benéficos, ainda ha grande discussao sobre o
estabelecimento de recomendaces e suas respectivas proporcdes, pois também existem
consolidadas evidéncias sobre a associacdo negativa entre a ingestdo de AGM e AGPI e
a incidéncia de doencas cardiovasculares (SIRTORI et al., 1986; MENSINK &
KATAN, 1989).

Os teores dos acidos graxos da familia 6mega-6 (n-6) encontrados apresentaram
efeito quadratico em relagdo aos tratamentos, observando que maiores quantidades de
4cido linoléico (18:2n-6) foram encontradas para a dieta controle (8,69 mg.g™),
seguidos por uma reducdo para o nivel de 0,8% e posterior aumento até a dieta com
2,4% de orégano (8,40 mg.g'), mas ainda assim seus teores permaneceram abaixo dos
obtidos para a dieta sem orégano. O &cido di-homo-gama-linolénico (20:3n-6) estava
presente em maior quantidade para as amostras de leite referente a dieta com 1,6% de
orégano (0,39 mg.g™) e em menor na dieta controle (0,25 mg.g™ de lipidios totais),
sendo que o nivel de 2,4% apresentou teores um pouco acima (0,30 mg.g™') que os
encontrados para esta e abaixo quando observado a dieta controle.

Apesar dos efeitos benéficos relacionados aos AGPI, cada vez mais tém se
preocupado com a manutencdo de uma dieta equilibrada entre as familias de acidos
graxos n-6 e n-3, pois um aumento de n-6 poderia reduzir o metabolismo de n-3,
levando possivelmente a um déficit de seus metabolitos, sendo necessaria a manutencao
de uma dieta equilibrada entre essas duas familias de &cidos graxos (SHILS et al.,
2003). Assim, os resultados obtidos para os acidos graxos da familia n-6 podem ser
considerados positivos, ja que os teores destes foram reduzidos quando observados a
dieta controle e o nivel maximo de inclusdo de orégano (2,4%).

Os acidos graxos da familia 6mega-3 (n-3) apresentaram comportamento linear
em relagdo a inclusdo de diferentes niveis de orégano na dieta. O teor de acido alfa-
linolénico (18:3n-3) apresentou aumento de 0,48 mg.g™ para 0,55 mg.g™ e o 4cido di-
homo-alfa linolénico (20:3n-3) decréscimo de 0,60 para 0,48 mg.g™*. O aumento no teor

do &cido alfa-linolénico (18:3n-3) com o aumento dos niveis de incluséo de orégano na
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dieta merece ser destacado, ja que este acido graxo da familia n-3 é considerado um dos
mais importantes clinicamente, além de ser um &cido graxo essencial. Diversos estudos
tém demonstrado os efeitos benéficos dos &cidos graxos da familia n-3, no metabolismo
lipidico, reduzindo os niveis plasmaticos dos triglicerideos, colesterol total e LDL e a
incidéncia de aterosclerose (NESTEL, 2000; MORAES & COLLA, 2006).

Em humanos, os acidos graxos das séries n-6 e n-3 sdo importantes para manter
sob condi¢bes normais as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a transmissao de
impulsos nervosos (YOUDIM et al., 2000; YEHUDA et al., 2002). Os acidos linoléico
(18:2n-6) e alfa-linolénico (18:3n-3) sdo considerados acidos graxos essenciais por ndo
serem sintetizados pelo organismo, 0s quais devem ser obtidos por meio da
alimentacdo, enquanto os demais &cidos graxos das familias n-6 e n-3 além de serem
obtidos através da dieta, podem ser produzidos pelo organismo a partir da sintese destes
dois AG’s pela agcdo de enzimas alongase e dessaturase (CALDER, 2003). Dentre os
acidos graxos das séries n-6 e n-3, de importante valor nutricional, destacam-se o0 acido
araquidénico (AA, 20:4n-6) e os acidos eicosapentaendico (EPA, 20:5n-3) e
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3) (SHILS et al., 2003).

Dos Acidos Graxos Poli-insaturados (AGPI) identificados nas amostras de leite
in natura, apenas o acido ruménico (18:2c9t11), isbmero do &cido linoléico (CLA -
Conjugated Linoleic Acid), ndo apresentou efeito da inclusdo de orégano na dieta
(P>0,05). O &cido ruménico (18:2c9t11) representou o maior conteddo de CLA nas
amostras (77%) quando comparado com o outro isémero do &cido linoléico
(18:2t10c12) encontrado, 0 que ja era esperado por este ser considerado o principal
isbmero encontrado em gorduras de ruminantes (LOPES et al., 2009).

O é&cido trans-10, cis-12-octadecadiendico (18:2t10c12) apresentou efeito linear
crescente de 0,52 mg.g™ (dieta controle) para 0,79 mg.g™ (2,4% de orégano) do seu
contetdo. Existem estudos in vitro utilizando Cinalmadeido, componente de o6leo
essencial, que observa o seu efeito sobre o processo de biohidrogenagdo da gordura do
ramen, verificando diferencas no contéudo de AGPI. Foi observado que ao suplementar
um fermentador de cultura com Cinamaldeido houve a inibicdo aparente da
biohidrogenacdo de 18:2n-6 (acido linoléico) e 18:3n-3 (acido linolénico) como
refletido pelo actmulo dos intermediarios, 18:1n-10t, 18:2t10c12 e 18:2t1l1cl5
(LOURENCO et al., 2008). Dessa forma, o aumento no contetudo do CLA trans-10, cis-

12 pode ser explicado devido ao possivel efeito de inibicdo da biohidrogenacdo de
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alguns AGPI pelos componentes do orégano, e consequente acUmulo deste
intermediario.

O teor de CLA na gordura do leite geralmente se encontra entre 0,3 e 1,0%, no
entanto, varios fatores podem influenciar o seu conteddo, como as estacdes do ano, a
alimentacdo e a raga do animal, o estagio de lactacdo e o processamento do alimento
(PRANDINI et al., 2007). Os isdomeros dos CLA tém sido amplamente pesquisados por
suas propriedades anticarcinogénicas, associadas ao isémero t9,c11, e capacidade de
reduzir a gordura corporal enquanto aumenta, concomitantemente, a massa muscular,
associados ao isomero t10,c12 (CAMPBELL et al., 2003; MATTILA-SANDHOLM &
SAARELA, 2003).

O CLA ¢ formando no rdmen pela biohidrogenacdo incompleta do acido
linoléico da dieta. A maior parte, porém, é produzida endogenamente na glandula
mamaria através da dessaturacdo do acido graxo vacénico (18:1n-7t) por uma enzima
presente na glandula maméria e no tecido adiposo, a A’-dessaturase. Como o0 é&cido
vacénico tambeém é produzido no rimen pela biohidrogenacdo, pode-se dizer que este
processo é o grande responsavel pela formacdo de CLAs em ruminantes, o que explica
seus produtos serem as maiores fontes deste AG (MEDEIROS, 2002). A enzima A°-
dessaturase também € encontrada em tecidos humanos, por isso, aumentos no consumo
de 4acido graxo vacénico (18:1n-7t) poderiam ter os mesmos efeitos benéficos
associados a ingestdo de CLAs (BEORLEGUI, 2004).

O somatorio dos Acidos Graxos Saturados (AGS) representaram
aproximadamente 80% da quantidade de acidos graxos presentes na gordura das
amostras de leite. Os AGS possuem a caracteristica de elevar os niveis de LDL e reduzir
os niveis de HDL, o que contribui para a elevacdo dos riscos de doencga coronariana,
sendo que esses acidos ndo apresentam o mesmo efeito hipercolesterolémico. Os acidos
graxos desta classe que apresentam maior poder hipercolesterolémico ou aterogénico
sdo os acidos miristico (14:0), palmitico (16:0) e laurico (12:0), em ordem decrescente
de atividade, ja o acido estearico (18:0), apesar de saturado, parece ndo possuir efeito
sobre as lipoproteinas do sangue (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2005; DRISKELL,
2006).

Em relacdo aos somatorios dos acidos graxos observou-se que a inclusédo de
orégano ndo causou efeito (P>0,05) sobre as concentracBes médias totais de AGS,
AGM e CLA para o leite in natura, obtendo valores médios de 466,05 mg.g™, 125,49
mg.g’ e 2,88 mg.g”, respectivamente (Tabela 5). Apesar do efeito da inclusdo de
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orégano na dieta sobre alguns &cidos graxos das classes que ndo apresentaram diferencga,
observou-se que os valores médios totais ndo foram afetados, portanto o aumento ou a
reducdo de alguns AGS e AGM néo sdo necessariamente considerados efeitos negativos

da incluséo de orégano.

Tabela 5. Valores médios relativos aos somatérios de acidos graxos, indices de

qualidade nutricional e de atividade da enzima A°-dessaturase para as amostras de leite

in natura.

Acidos Niveis de Orégano (%) Valor de P*

CV (%)

Graxos 0% 08%  1,6% 2,4% L Q C
Somatorios (mg.g™)
Y AGS? 473,73 476,02 452,62 461,84 11,25 ns ns ns
Y AGM? 128,46 119,10 124,68 129,75 11,34 ns ns ns
Y AGPI*™ 12,86 11,77 11,77 12,89 10,39 ns 0,005 ns
Y CLA* 2,82 2,82 2,74 3,15 16,13 ns ns ns
Y n-6>4 8,94 7,91 8,02 8,70 12,84 ns 0010 ns
Y n-3° 1,09 1,03 1,00 1,03 10,35 ns ns ns
Iindices de Qualidade Nutricional
AGPI/AGS™ 0,027 0,025 0,026 0,028 14,25 ns 0043 ns
n-6/n-3° 8,18 7,62 7,94 8,46 13,32 ns ns ns
A% 1,36 1,37 1,34 1,31 3,67 0,004  ns ns
IT™ 1,60 1,61 1,60 1,61 2,08 ns ns ns
indices de Dessaturase™
14:1n-9¢"’ 0,01 0,086 0,100 0,109 15,99 ns 0014 ns
16:1n-9c¢ 514 4,52 5,07 4,81 17,61 ns ns ns
18:1n-9c¢ 73,56 71,14 72,06 72,57 4,63 ns ns ns
18:2 9c, 11t 0,28 0,27 0,25 0,27 15,95 ns ns ns

Somatério de Acidos Graxos Saturados (4:0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0 e 22:0);
2Somatério de Acidos Graxos Monoinsaturados (14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1n-7t e 18:1n-9c);

*Somatério de Acidos Graxos Poli-insaturados (18:2n-6, CLAC9t11, CLAt10c12, 18:3n-3, 20:3n-3 e 20:3n-6);

“Somatério do Acido Linoléico Conjugado (CLAC9t11 e CLAt10¢12);

5Somatério do Omega-6 (18:2n-6 e 20:3n-6);

SSomatério do Omega-3 (18:3n-3 e 20:3n-3);

7Re|a(;éo entre os Acidos Graxos Poli-insaturados e Saturados;

8Relagdo entre os 4cidos graxos da familia Omega-6 e Omega-3;

®Indice de Aterogenicidade;

Ofndice de Trombogenicidade;

indice de atividade da A%-dessaturase - (produto da dessaturase)/(produto da dessaturase + substrato da dessaturase);

12ns: n&o significativo (P > 0,05); L, Q e C: efeitos de ordem linear, quadratica e clibica para a inclusdo de orégano na dieta;
By = 0,8637x% - 2,064x + 12,87 (R2 = 0,99); “y = 0,6661x° - 1,6769x + 8,9184(R? = 0,97); ®y = 0,0018x* - 0,0042x +
0,0277 (R2 = 0,88); *®y= - 0,0246x + 1,3741 (R?=0,80);*"y = 0,0093x? - 0,0174x + 0,0989 (R2 = 0,79).
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Ferlay et al. (2010) encontraram valores proximos ao desta pesquisa para o
somatério dos AGM (198,4 mg.g™) para a dieta de silagem de milho e ao adicionar
linhaca extrusada, vitamina E e extratos de plantas ricas em polifenois (alecrim, casca e
semente da uva, citros e da flor de caléndula) foi observado aumento neste valor,
principalmente pela adigdo de uma fonte rica em gordura como a linhaga, sendo
evidenciado nesta pesquisa que os extratos de plantas apresentaram efeito positivo sobre
0s somatorios de AGS e AGM, ocorrendo reducdo e aumento de seus conteldos,
respectivamente.

O somatoério dos AGPI apresentaram efeito quadratico (P<0,05) para os
tratamentos, observando um pequeno aumento entre a concentracao da dieta controle e a
com nivel maximo de inclus&o, com valores médios, respectivamente, de 12,86 mg.g™ e
12,89 mg.g™, para os niveis intermediarios as médias foram de 11,77 mg.g™. Petit &
Gagnon (2011) observaram o aumento linear no teor de AGPI ao alimentar vacas
leiteiras com casca de linho, obtendo 55,1 mg.g™ desta classe de 4cidos graxos para a
dieta com 200 g/kg, os valores elevados obtidos pelos autores quando comparados com
0 desta pesquisa estdo relacionados com a casca de linho ndo funcionar apenas como
antioxidante, mas também como um fonte rica em AGPI.

Para o somatério dos é&cidos graxos da familia n-6 com o aumento da
concentracdo de orégano na dieta houve o decréscimo de 8,94 mg.g™ (controle) para
791 mg.gt (0,8%) com posterior elevacdo até 8,70 mg.g”, observando-se o
comportamento quadratico para os tratamentos. Como discutido anteriormente para 0s
acidos linoléico (18:2n-6) e di-homo-gama-linolénico (20:3n-6) também houve reducéo
do conteddo total de n-6 quando observados os teores encontrados para a dieta controle
e a dieta com 2,4% de orégano. Ferlay et al. (2010) alcancaram niveis de n-6 de 15,6
mg.g™ utilizando uma dieta com silagem de milho e 12,40 mg.g™ para a dieta com
adicdo de vitamina E e extratos de plantas ricas em polifendis, ndo observando efeito
estatistico da suplementacao sobre este acido graxo.

N&o foi observado efeito das dietas sob a concentracéo total dos acidos graxos n-
3 (P>0,05), obtendo em média 1,03 mg.g™ para os tratamentos. Aoki et al. (2010) e
Ferlay et al. (2010) obtiveram valores de 2,90 mg.g™ e 4,70 mg.g™ para a dieta controle,
respectivamente, sendo que Ferlay et al. (2010) observaram o efeito dos tratamentos
com antioxidantes sobre as concentracbes do conteudo total de n-3, apresentando
aumento até 11,0 mg.g” para a dieta com extratos de plantas ricas em polifendis

(alecrim, casca e semente da uva, citros e da flor de caléndula). Apds as primeiras
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observagdes sobre os efeitos benéficos a salide dos acidos graxos n-3, os estudos acerca
destes tém sido estendidos, relacionando sua presenca em alimentos a possiveis
beneficios sobre doencas como canceres, doenca inflamatoria intestinal e artrite
reumatoide (SIMOPOULOS, 2002).

Para avaliacdo da qualidade nutricional da gordura do leite in natura foram
calculadas a razdo de AGPI por AGS, razdo de n-6 por n-3, indice de Aterogenicidade
(1A) e indice de Trombogenicidade (IT), sendo observado efeito da inclusdo de orégano
apenas sobre a razao entre 0s AGPI:AGS e o IA (Tabela 5).

A relagdo dos AGPI e AGS apresentou efeito de ordem quadrética, ocorrendo o
decréscimo dos valores de 0,027 para 0,026 da dieta controle até o nivel de 1,6% de
orégano, com posterior aumento para o nivel de 2,4% (0,028) (Tabela 5). Segundo o
Departamento de Saude do Reino Unido, o valor ideal desta razdo para um alimento ser
considerado saudavel deve ser de 0,40 (WOOD et al., 2003), sendo que valores menores
que 0,45 indicam dietas pouco saudaveis. Nos produtos lacteos, ja sdo esperados valores
baixos desta razdo, pois a gordura dos ruminantes possui maior quantidade de AGS e
menor razdo de AGPIl e AGM em func¢éo do processo de biohidrogenacdo dos AGPI da
dieta no rimen pela acdo de microrganismos (FRENCH et al., 2000).

A razdo de n-6:n-3 ndo foi alterada com a inclusdo de orégano, seus valores
variaram entre 7,42 até 8,46, valores estes que se enquadram na recomendacdo do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (FAO, 2007), que sugere que esta
deve situar-se entre 5 e 10, observando que a inclusdo de orégano ndo prejudicou as
razBGes destes acidos graxos. Petit & Gagnon (2011) encontraram razdes de 3,20 para a
dieta controle, observando reducdo com o aumento da inclusdo de casca de linho, ja
Ferlay et al. (2010) encontraram valores de 5,38 até 1,13 de acordo com a dieta, ndo
observando a influéncia da adicdo dos extratos de plantas sobre a razdo. A discordancia
dos valores das razdes encontrados neste trabalho com aos dos autores citados esta
relacionada com o tipo de alimentagdo fornecida aos animais.

A relagdo n-6:n-3 é um importante indicador da qualidade nutricional do leite
devido a sua influéncia sobre os fatores de risco relacionados ao aparecimento de
cancer, doencas cardiacas e a formacdo de coagulos que podem levar a ataques
cardiacos (LIMA et al., 2011). Muitos estudos sugerem que a excessiva quantidade de
acidos graxos n-6 e a deficiéncia do n-3 na dieta, promovendo assim razdo
desproporcional de n-6:n-3, é que pode levar ao desenvolvimento das doencas cronicas.

A necessidade de diminuir a razdo n-6:n-3 tem sido sugerida em vista aos resultados de
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alguns estudos clinicos realizados na Gltima década, além de evidéncias dos maleficios
que podem causar a razao desequilibrada deste acido graxo e em propor¢des muito
baixas de n-6 e n-3 (SIMOPOULOQS, 2008).

Através da relacio dos acidos prds e antiaterogénicos foram calculados o indice
de Trombogenicidade (IT) e indice de Aterogenicidade (IA), sendo observado que o IT
ndo apresentou efeito significativo (P>0,05) para os diferentes niveis de incluséo de
orégano com valores médios de 1,60 e para o IA houve efeito linear decrescente de 1,36
para 1,31 de acordo com o aumento de inclusdo de orégano nas dietas. Estes indices
indicam o potencial de estimulo & agregacdo plaquetéria, ou seja, quanto menores 0s
valores de 1A e IT, maior é quantidade de &cidos graxos antiaterogénicos presentes na
gordura e, consequentemente, maior é o potencial de prevencdo ao aparecimento de
doencas coronarianas (TURAN et al., 2007). Dessa forma, os resultados obtidos para o
IA com adicdo de orégano na dieta foi positivo, estando relacionado diretamente com os
teores de &cido miristico (14:0) encontrados para as amostras de leite, ja que a inclusao
de orégano causou reducdo do seu contetdo e este € o AGS com maior poder
aterogénico ou hipercolesterolémico.

A atividade da enzima A°-dessaturase pode ser avaliada indiretamente através de
quatro principais indices, estes sdo obtidos através da relacdo entre os pares de &cidos
graxos representados pelos produtos (14:1n-9c, 16:1n-9c, 18:1n-9c e CLA cis-9, trans-
11) e substratos (14:0, 16:0, 18:0 e 18:1n7t) da enzima (FOX & McSWEENEY, 1998).
Os indices de atividade da A®-dessaturase para o 4cido palmitoléico (16:1), 4cido oléico
(18:1) e acido ruménico (CLA cis-9, trans-11) ndo foram influenciados (P>0,05) para a
inclusdo de orégano na dieta, apresentando valores médios de 4,90; 72,33 e 0,27,
respectivamente.

O indice de dessaturase do &cido miristico (14:1) apresentou efeito quadratico
(P<0,05) em relagdo as dietas, observando decréscimo de 0,101 para 0,086, da dieta
controle até 0,8% de orégano, seguido de aumento até o nivel maximo de incluséo de
orégano, quando a enzima apresentou maior atividade (0,109). A A%-dessaturase é a
enzima responsavel pela retirada de moléculas de hidrogénio das cadeias carbonadas
dos AGS, transformando-os em AGI, dessa forma, 0 aumento da atividade da enzima na
glandula mamaria para o acido miristoléico (14:1) pode ser confirmada a partir da
analise dos resultados obtidos para o acido miristico (14:0) e miristoléico (14:1), os
quais apresentaram redugdo e aumento nos seus teores, respectivamente, ocorrendo a

reducdo da saturacdo devido ao aumento da atividade da dessaturase e aumento da
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producdo deste AGI. Os resultados mostraram que a suplementagdo com 2,4% de
orégano aumentou em 27% a atividade da A%-dessaturase na glandula mamaria para
sintese de acido miristoléico (14:1) atuando através de algum mecanismo sobre a
atividade desta enzima.

Este resultado ainda pode ser confirmado devido a raz&o de &cido miristoléico e
4cido mirfstico (14:1n-9c/14:0) ser a melhor representante da atividade da A°-
dessaturase na glandula mamaria, o que esta relacionado com acido miristico origina-se
quase exclusivamente através da sintese do novo na glandula mamaria, e, como
consequéncia, todo acido miristoléico presente na gordura do leite é sintetizado na
glandula mamaria através da A’-dessaturase. Sendo que em contraste, a absorcdo de
acidos graxos a partir do trato digestivo e mobilizacdo de reservas corporais de gordura
podem ser responsaveis por uma grande e variavel proporcdo de acidos palmitoléico,
palmitico, oléico, estearico e vacénico, bem como de CLA, tornando proporcdes
realizadas a partir destes 4cidos graxos indicativos menos reais sobre a atividade da A®-
dessaturase (PETERSON et al., 2002).

5.1.2 Influéncia do Tratamento Térmico sobre os Acidos Graxos presentes no Leite

Né&o foi observado efeito significativo (P > 0,05) da pasteurizacdo lenta sobre a
maioria dos &cidos graxos, sendo estatisticamente diferentes apenas os percentuais de
acidos graxos Behénico (22:0) e Di-homo-gama-linolénico (20:3n-6) para todas as
amostras de leite das vacas submetidas a suplementacdo com orégano (Tabela 6), essas
duas substancias ndo foram detectadas apOs a pasteurizacdo lenta (Figura 6). Os
somatorios e as relacdes dos acidos graxos nao apresentaram efeito significativo
(P>0,05), fato que ja era esperado devido as pequenas diferencas encontradas para cada
um deles (Tabela 7).

As diferencas observadas podem ser explicadas pela influéncia do tratamento
térmico sobre esses acidos graxos. Algumas pesquisas evidenciam que apenas um
pequeno decréscimo ocorre nos acidos graxos do leite in natura em relacdo ao leite
esterilizado comercialmente, nem mesmo o processo de Ultra Alta Temperatura (UAT)
foi capaz de destruir o &cido Di-homo-gama-linolénico (20:3n-6) (SOUZA, 2003;
COSTA et al., 2011b), como visto neste trabalho.
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Tabela 6. Comparacio do Percentual de Acidos Graxos presentes no leite in natura e Pasteurizado das vacas alimentadas com diferentes

percentuais de orégano.

Amostras de Leite in natura e Pasteurizado para cada nivel de orégano

Acidos Graxos 0% 0,8% 1,6% 2,4%

IN' P? CV° (%) IN P CV (%) IN P CV (%) IN P CV (%)
Saturados
C4:0 2,77 2,63 11,85 2,85 2,60 10,89 2,91 2,62 12,84 2,87 2,69 10,14
C6:0 2,30 2,34 9,00 2,40 2,29 11,99 2,33 2,35 9,50 2,35 2,37 9,88
C8:0 1,55 1,59 10,37 1,57 1,54 15,51 1,55 1,60 12,58 1,55 1,60 13,07
C 10:0 3,93 3,99 14,83 3,87 3,82 18,60 3,85 3,99 17,74 3,80 3,94 17,16
C12:0 5,16 5,30 17,45 4,97 5,03 19,17 5,02 5,23 18,55 4,90 5,15 16,51
C13:0 0,19 0,19 21,15 0,20 0,17 46,23 0,19 0,18 27,28 0,17 0,18 23,69
C 14:0 14,70 14,91 8,78 14,47 14,65 8,65 14,42 14,78 9,98 14,29 14,71 9,55
C15:0 1,64 1,63 18,91 1,52 1,61 18,13 1,55 1,64 13,37 1,51 1,68 19,1
C 16:0 40,49 40,66 8,50 40,54 40,94 8,02 40,28 40,88 7,99 40,63 40,89 10,46
C17:0 0,46 0,46 15,03 0,45 0,47 11,01 0,46 0,46 13,20 0,46 0,49 14,11
C18:0 5,32 5,50 12,68 5,69 5,85 13,06 5,51 5,49 11,48 5,42 5,41 9,75
C 20:0 0,09 0,09 20,50 0,09 0,10 26,14 0,09 0,09 26,01 0,10 0,10 15,99
C 22:0 0,05 n.d.*° 79,66 0,04° n.d. 91,82 0,04° n.d.” 93,90 0,05 n.d.” 57,48
Monoinsaturados
C14:1 1,46 1,32 19,86 1,40 1,28 20,78 1,47 1,32 19,02 1,53 1,30 19,49
C15:1 0,14 0,14 30,11 0,15 0,15 29,88 0,11 0,13 21,35 0,12 0,14 31,13
C16:1 2,01 2,06 25,45 1,98 2,08 18,49 2,07 2,08 19,42 2,16 2,00 22,54
c17:1 0,23 0,25 19,39 0,23 0,25 14,83 0,25 0,26 20,55 0,23 0,30 44,23
C18:1n-7t 0,86 0,96 22,54 0,88 1,04 21,81 0,96 1,01 21,57 0,95 1,05 21,36
C 18:1 n-9¢c 13,42 14,05 12,71 13,50 14,19 12,63 13,78 14,00 9,37 13,77 14,00 14,18
Poli-insaturado
C18:2n-6 1,38 1,35 24,53 1,27 1,31 21,04 1,25 1,26 19,23 1,27 1,38 29,03
C 18:2 9c, 11t 0,31 0,31 30,28 0,31 0,34 26,29 0,33 0,33 28,48 0,34 0,34 29,34
C 18:2 10t, 12¢c 0,09 0,10 37,43 0,10 0,11 34,08 0,11 0,09 36,16 0,11 0,11 40,96
C18:3n-3 0,08 0,08 48,49 0,10 0,10 45,46 0,08 0,09 26,71 0,10 0,11 31,50
C20:3n-3 0,10 0,10 23,73 0,09 0,10 31,39 0,10 0,09 32,07 0,09 0,09 24,95
C20:3n-6 0,06 n.d.*? 87,11 0,07 n.d.’ 45,79 0,08 n.d. 125,57 0,07 n.d.” 70,29

*Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si a 5% de probabilidade pelo Teste F (P<0,05); * Leite In natura; *Leite Pasteurizado; *Coeficiente de Variacao (%); “néo detectado.
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Tabela 7. Comparagdo dos somatérios e razdes dos conteidos de Acidos Graxos selecionados do leite in natura e pasteurizado da vacas

alimentadas com diferentes niveis de orégano.

Acidos Graxos

Amostras de Leite in natura e Pasteurizado para cada nivel de orégano

0% 0,8% 1,6% 2,4%
IN® pLo CV! (%) IN P CV (%) IN P CV (%) IN P CV (%)
> AGS® 78,66 79,28 2,98 78,75 79,07 3,07 78,21 79,33 2,27 78,10 79,22 3,43
Y AGM® 18,12 18,76 12,10 18,14 18,99 11,74 18,64 18,80 8,90 18,77 18,79 13,02
Y AGPP® 2,02 1,94 20,02 1,96 1,95 17,09 1,96 1,87 16,62 2,01 1,99 21,97
AGPI/AGS® 0,02 0,02 21,73 0,11 0,10 13,68 0,11 0,10 14,37 0,03 0,03 23,52
¥ CLA® 0,40 0,41 32,92 0,41 0,45 26,94 0,44 0,42 26,75 0,46 0,46 30,43
¥ n-6° 1,44 1,35 24,07 1,35 1,31 20,87 1,33 1,26 17,47 1,35 1,33 28,43
¥ n-3’ 0,18 0,18 22,80 0,20 0,19 34,57 0,19 0,18 19,59 0,20 0,21 25,41
n-6/n-3° 7,93 7,53 13,70 7,16 7.21 18,75 7.21 6,91 13,22 6,92 6,43 12,20

1Somatério de Acidos Graxos Saturados (4:0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 13:0, 14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0 e 22:0);
2Somatério de Acidos Graxos Monoinsaturados (14:1, 15:1, 16:1, 17:1, 18:1n-7t e 18:1n-9c);
Somatério de Acidos Graxos Poli-insaturados (18:2n-6, CLAC9t11, CLAt10c12, 18:3n-3, 20:3n-3 e 20:3n-6);

“Relagdo entre os Acidos Graxos Poli-insaturados e Saturados;
°Somatorio do Acido Linoléico Conjugado (CLAC9t11 e CLAt10c12);
6Somatdrio do Omega-6 (18:2n-6 e 20:3n-6);
"Somatdrio do Omega-3 (18:3n-3 e 20:3n-3);

®Relagio entre Omega-6 e Omega-3;

® Leite In natura; *° Leite Pasteurizado; ** Coeficiente de Variacéo.
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O comportamento do leite submetido ao aquecimento é funcdo ndo somente da
temperatura alcancada, mas também da duracdo do aquecimento, sendo possivelmente o
aquecimento prolongado das amostras de leite a causa da ndo deteccdo dos &cidos
Behénico (22:0) e Di-homo-gama-linolénico (20:3n-6), apds a pasteurizacao.

Os acidos graxos que apresentaram diferencas foram detectados apenas nas
amostras de leite in natura, fato que foi observado para todos os percentuais de orégano,
portanto, ndo podem ser feitas associacdes entre o efeito do orégano e a protecdo dos

acidos graxos presentes na gordura do leite analisado.

5.2 Analises Fisico-Quimicas

Os teores de gordura, Extrato Seco Total (EST), proteina e o indice crioscopico
ndo foram influenciados pela inclusdo de orégano nas dietas para amostras de leite in
natura, obtendo valores médios, respectivamente, de 3,78%; 12,60%; 3,24% e -0,535
°H (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados médios das analises fisico-quimicas do leite in natura de vacas

alimentadas com diferentes niveis de orégano.

Analises Niveis de Orégano Valor de P*
CV (%)!

Fisico-Quimicas 0% 0,8% 1,6% 2,4% L Q C
Densidade® (g/mL) 1,033 1,030 1,032 1,032 0,22 ns 0,0189 ns
Crioscopia (°H) -0,537 -0,531 -0535 -0,538 10,23 ns ns ns
Gordura (%) 3,83 3,65 3,65 3,99 12,63 ns ns ns
EST? (%) 13,06 12,06 12,43 12,87 7,29 ns ns ns
ESD*® (%) 922 841 878 888 8,73 ns 00504 ns
Proteina (%) 3,35 3,04 3,31 3,26 6,73 ns ns ns
Lactose’ (%) 482 449 459 464 6,94 ns 00505 ns

ICoeficiente de Variagdo; “ns: nao-significativo (P > 0,05); L, Q e C: efeitos de ordem linear, quadratica e cdbica para
a inclusdo de orégano na dieta; 3Extrato Seco Total; “Extrato Seco Desengordurado; 5y =0,0013x2 - 0,0031x + 1,0326
(R2=0,65); ®y = 0,3542x” - 0,9344x + 9,1519 (R2=0,68); "y = 0,1478x? - 0,4112x + 4,7968 (R? = 0,81).

Vérios fatores, como raga, temperatura ambiente, periodo de lactacdo e
alimentacdo, podem interferir, principalmente, nos constituintes gordura e proteina do
leite (GONZALEZ et al., 2001), fato que ndo foi observado neste experimento. A
manutencdo dos teores de gordura é um fato interessante, pois a possivel redugdo nos

percentuais de gordura poderia afetar as caracteristicas sensoriais do leite, além de ser
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pouco interessante em relacdo aos aspectos econdémicos, principalmente para a industria
de lacteos visto que alguns tipos de dietas tendem a reduzir esses niveis.

Segundo Santos & Fonseca (2007), se na alimentacdo ndo houver equilibrio
entre as quantidades de concentrado e volumoso, a composicao do leite é diretamente
afetada. Quando se administram grandes quantidades de concentrado em relacdo ao
volumoso, ocorre a formagdo em maiores propor¢des de acido propibnico, em relagao
aos acidos butirico e acético, o que faz com que haja diminuicdo da quantidade de
gordura por diluicao.

Bell et al. (2006) e Paschoal et al. (2007) observaram decréscimo do percentual
de gordura com a suplementacdo das vacas com 0Oleo de cartamo e soja extrusada com
selénio, respectivamente. Ferlay et al. (2010) forneceram dieta com silagem de milho,
linhaca extrusada, vitamina E e extratos de plantas ricas em polifendis (alecrim, casca e
semente da uva, citros e flor de caléndula) para vacas de racas distintas, observando que
houve efeito para os teores de gordura e proteina para as dietas sem antioxidantes, dessa
forma, estes ndo influenciaram na composicdo do leite. Os valores encontrados para
gordura (3,87%) e proteina (3,21%) foram semelhantes ao do trabalho.

A partir dos valores médios obtidos observou-se efeito semelhante dos
tratamentos sobre as analises fisico-quimicas de densidade, ESD e lactose para as
amostras. Os tratamentos influenciaram de forma quadratica nas analises, quais
apresentaram decréscimo nos seus valores a partir da dieta controle para o nivel de 0,8%
com pequeno aumento até o nivel de 2,4%. Os valores para densidade variaram entre
1,033 41,032 g.mL™, ESD de 9,22 & 8,88% e lactose de 4,82 & 4,64% (Tabela 8).

O ESD compreende todos os elementos do leite, menos a 4gua e a gordura, dessa
forma as variagcdes nos teores de lactose afetam os valores de ESD diretamente, o que
justifica o efeito semelhante encontrado para os tratamentos sob estes parametros. A
densidade do leite é o peso especifico do leite determinado por dois grupos de
substancias, de um lado a concentracdo de elementos em solugédo e em suspensao, e de
outro a porcentagem de gordura. Portanto o efeito decrescente observado para 0s
tratamentos pode também ser explicado pelos menores teores de lactose observados
(MARQUES et al., 2011).

Costa et al. (2011a) evidenciam as contradi¢des existentes na literatura a respeito
das mudancas nos teores de lactose do leite, alguns afirmam que tais mudangas ocorrem
apenas em animais subnutridos conflitando os resultados obtidos pela sua alimentacéo.

Neste estudo, a inclusdo de 0,8% de orégano reduziu o teor de lactose do leite em
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comparacdo as demais dietas, fato que ndo era esperado, pois a lactose é o nutriente
mais estavel do leite, portanto, 0 menos susceptivel a alteracdes.

A lactose varia muito pouco por estar sujeita a regulacdo enddcrina e,
principalmente, por ser o principal agente osmotico envolvido na secrecdo do leite,
juntamente com o sodio, potassio e cloro (ABUGHAZALEH et al., 2002). A reducéo de
lactose nas amostras pode ter ocorrido devido a maior passagem dos minerais para
manter a osmolaridade do leite constante, assim como ocorre na mastite ou em situacoes
de estresse em que had reducdo da coesdao das juncdes entre as células epiteliais
mamarias (STELWAGEN et al., 2000).

Petit & Ganon (2011) néo verificaram o efeito de diferentes proporgdes de casca
de linho nas dietas de vacas leiteiras para os teores de proteina e gordura, observando
apenas 0 aumento linear da lactose em relacdo ao aumento de casca de linho nas dietas.
Foram encontrados valores médios semelhantes ao do trabalho para a proteina e lactose
com variagdes, respectivamente, de 3,11 a 3,40% e 4,51 até 4,63%. Aoki et al. (2010)
ao alimentar vacas com os acgucares trealose e celobiose ndo observaram efeito do
tratamento com trealose, dissacarideo com efeito antioxidante, sobre os parametros
fisico-quimicos de proteina, gordura e lactose, sendo que para a lactose foram
encontrados valores médios de 4,60% que estdo proximos aos deste trabalho.

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) estabelece
padrdes fisico-quimicos para o leite in natura de acordo com a Instru¢cdo Normativa n°
62, a qual estabelece que um leite de qualidade deve apresentar no minimo 3,0% de
gordura, 2,9% de proteina, 8,4% de ESD e 11,5% de EST; densidade relativa entre
1,028 a 1,034 e indice crioscdpico de —0,530 a -0,550 °H (BRASIL, 2011).

Os resultados encontrados para as analises fisico-quimicas do leite encontram-se
dentro dos padr@es estabelecidos pela legislacdo. A concordancia dos dados do trabalho
com a legislagdo indica que o leite de vacas alimentadas com orégano nas mesmas
condigBes propostas ndo possui caracteristicas fisicas e quimicas drasticamente
alteradas, sendo, portanto considerado um leite normal, com potencial de uso pelas

industrias de laticinios.

5.3 Analises Microbioldgicas

O leite € um excelente meio de cultura para o crescimento de microrganismos

devido a suas caracteristicas intrinsecas, como a alta atividade de agua, pH préximo ao
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neutro e riqueza em nutrientes. Sua contaminacgdo pode ocorrer durante a ordenha, mas
as principais fontes de possiveis contaminagdes sdo os equipamentos utilizados durante
a sua manipulacdo, o transporte, o processamento e o armazenamento. (FRANCO &
LANDGRAF, 2005). As condicbes sanitarias dos alimentos sdo determinadas pelo
grupo coliforme, os quais sdo considerados indicadores desses tipos de contaminacao,
além de indicar risco potencial da presenca de microrganismos patogénicos.

Os resultados obtidos nas determinagbes de coliformes totais e fecais
(Escherichia coli) para o leite pasteurizado encontraram-se de acordo com os padrfes
microbiologicos estabelecidos pela Instrugdo Normativa n® 62, de 29 de dezembro de
2011, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL,
2011). Segundo a legislagdo o leite pasteurizado deve apresentar contagem de
coliformes totais e fecais (Escherichia Coli) menor do que 3,0 x 10> UFC.mL" da

amostra.

5.4. Analise Sensorial

5.4.1 Teste de Preferéncia de Comparacédo Multipla

O leite das vacas alimentadas com orégano apresentou desempenho satisfatério
na avaliacdo sensorial, mesmo para 0 maior nivel de orégano em comparacdo ao
controle.

Os escores médios obtidos a partir do Teste de Preferéncia de Comparacéao
Mudltipla indicaram que ndo houve (P > 0,05) influéncia nas caracteristicas sensoriais do
leite das vacas suplementadas com orégano para os atributos de sabor e aroma. As
médias dos escores permaneceram proximas a 4 para todas as amostras e ambos 0S
atributos, indicando, portanto, que os provadores ndo perceberam diferencas entre as
amostras das dietas controle e com orégano (Figura 7).

Pesquisas tém referenciado a gordura como principal componente que afeta as
caracteristicas sensoriais do leite (FROST et al., 2001). Neste trabalho ndo foram
observadas a influéncia da dieta sobre os teores de gordura (Tabela 4), fato que
provavelmente explica os resultados obtidos para o teste de preferéncia.

O teste de preferéncia de comparagdo maltipla tem por objetivo apenas avaliar a

preferéncia do consumidor quando ele compara dois ou mais produtos entre si, ndo
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fornecendo medida de aceitacdo do produto, a menos que a preferéncia seja manifestada

em relacdo a um produto de aceitacdo conhecida (CHAVES, 1993).
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Figura 7. Escores médios obtidos pelo teste de preferéncia de comparagdo multipla para
as amostras de leite das vacas alimentadas com diferentes percentuais de orégano.

5.4.2 Perfil de Sabor

A dieta constitui-se como um dos principais fatores que afetam as caracteristicas
sensoriais do leite, relacionadas a presenca de substancias odoriferas que podem ser
transferidas diretamente para o leite, quando inaladas ou através da ingestdo da dieta
(MOIO et al., 1996).

A partir dos resultados da analise de perfil de sabor, representados na Figura 8,
pode-se observar como as dietas influenciaram em notas caracteristicas de sabor e
aroma para as amostras de leite pasteurizado.

A intensidade do sabor caracteristico e adocicado foi considerada regular (3) para
todos os tratamentos. Segundo Coulon & Priolo (2002), muitos compostos formadores
de sabor, presentes no leite fresco, sdo provavelmente produzidos durante o
metabolismo animal, porém, muitos volateis podem ser transferidos das dietas para o
leite, via rumen, além disso, sabor indesejavel pode ser observado quando certos
compostos sdo adicionados as dietas e metabolizados pelo animal. Fato que ndo foi
observado para a adicdo de orégano, pois suas caracteristicas foram conservadas,

observando apenas diferenga para o sabor cozido.
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Figura 8. Perfil Sensorial em grafico-aranha para as amostras de leite pasteurizado.

Para o atributo sabor cozido, apenas o nivel de 2,4% de orégano apresentou
caracteristica regular, enquanto os demais tratamentos obtiveram notas abaixo. O sabor
cozido identificado nas amostras é decorrente do tratamento térmico aplicado ao leite in
natura a fim de reduzir a carga microbiana presente neste. De acordo com Varnam &
Sutherland (1995), apds a pasteurizacdo observam-se perdas do aminoacido lisina,
decorrentes da reacdo de Maillard, na qual grupamentos amina de alguns aminoacidos
unem-se a lactose, que tem um paralelismo entre a sua intensidade, a temperatura do
tratamento térmico e o valor nutricional do leite. Diferentes compostos volateis podem
ser formados na degradacdo da proteina e da lactose constituindo importantes fontes de
formagéo do sabor do leite (QUEIROGA, 2004).

Todas as amostras apresentaram intensidade pequena para o aroma adocicado,
ndo sendo constatadas alteracbes com adicdo de orégano na dieta. O aroma
caracteristico de leite apresentou intensidade pequena a regular, observando que o leite
com 1,6% de orégano apresentou uma pequena intensidade para este atributo.

Segundo Calvo & La Hoz (1992), a formacdo de compostos volateis que dao
origem ao flavour do leite e dos seus produtos esta relacionada a sua composi¢do
quimica, principalmente ao conteido de gordura do leite, onde a maioria dos acidos

graxos de cadeia curta sdo liberados a partir de glicerideos por acdo de lipases presentes
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no leite ou de origem bacteriana (HUERTA-CONZALEZ & WILBEY, 2001,
QUEIROGA, 2004).

Dessa forma, os resultados obtidos para anélise sensorial reforcam os resultados
para o teor de gordura (Tabela 8), &cidos graxos de cadeia curta (Tabela 4) e o teste de
preferéncia de comparacdo multipla (Figura 7), mostrando, portanto, que a dieta nao
influenciou as caracteristicas sensoriais do leite e a suplementacdo com orégano poderia

ser efetuada sem causar problemas perante aos consumidores.

61



5 CONCLUSAO

A dieta com 2,4% de orégano reduziu os valores de acido miristico (14:0) e do
somatorio de 6mega-6 (n-6) e aumentou os valores de acido miristoléico (14:1), acido
alfa-linolénico (18:3n-3), CLA trans-10, cis-12 e somatério de AGPI. O nivel maximo
de orégano também afetou os indices de qualidade nutricional da fracéo lipidica do leite
in natura reduzindo o indice de Aterogenicidade (1A) e aumentando a razdo de AGPI e
AGS. Além, de promover o0 aumento da atividade da enzima A%-dessaturase em 27%
para 0 acido miristoléico (14:1n-9c) com a suplementacdo da dieta contendo 2,4% de
orégano.

O tratamento térmico de pasteurizacdo lenta ndo influenciou nas quantidades da
maioria dos acidos graxos. Os que apresentaram diferencas, acido Behénico (22:0) e
acido Di-homo-gama-linolénico (20:3n-6), foram detectados apenas nas amostras de
leite in natura.

A inclusdo de orégano nas dietas das vacas ndo influenciaram nos teores de
gordura, proteina, EST e no indice crioscopico para as amostras de leite in natura.
Observou-se efeito semelhante dos diferentes niveis de orégano sob os resultados das
demais andlises fisico-quimicas realizadas, 0s quais apresentaram decréscimo nos seus
teores a partir da dieta controle para o nivel de 0,8% com pequeno aumento até o nivel
de 2,4%.

O leite pasteurizado mostrou-se apto para consumo de acordo com os padrdes
estabelecidos na legislacdo para contagem de coliformes totais e coliformes fecais
(Escherichia coli).

A adicdo de orégano na dieta ndo influenciou nas caracteristicas sensoriais entre
0s tratamentos, observando que a preferéncia para a dieta controle e os demais niveis foi
igual (P > 0,05). Atraves do perfil descritivo observou-se que a intensidade dos atributos
analisados permaneceram entre pequena e regular para todos os tratamentos. Os
resultados obtidos na andlise sensorial reforcam os resultados dos teores de gordura,
proteina e acidos graxos de cadeia curta, ja que estes sdo considerados componentes que
estdo ligados & modificacao no flavour do leite.

A inclusdo de 2,4% de orégano nas dietas das vacas leiteiras influenciou
positivamente os teores de acidos graxos considerados de grande importancia para
salde, promovendo o aumento da qualidade nutricional do leite e afetando a atividade

da enzima A°-dessaturase na glandula maméria. As caracteristicas fisico-quimicas e
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sensoriais ndo apresentaram grandes variacdes para as dietas, dessa forma, a inclusdo de
orégano poderia aumentar o teor de acidos graxos desejaveis, sem alterar as

caracteristicas sensoriais, mantendo-se dentro dos padrdes de um leite comum.
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