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RESUMO

O uso de produtos alternativos na alimentacdo de ruminantes pode apresentar
caracteristicas benéficas, tanto do ponto de vista econémico, quanto ambiental. A
suplementacdo de ovinos com OGleo residual de fritura (ORF), como estratégia de
aumentar o aporte energético dietético pode modular as caracteristicas da
morfofisiologia ruminal, bem como do metabolismo hepatico e da carne desses animais.
Com isso, objetivou-se avaliar as caracteristicas morfofisiol6gicas do rimen, bem como
as eventuais alteracOGes hepaticas e o perfil de acidos graxos da carne de ovinos em
terminacdo alimentados com diferentes niveis de ORF. Para isso, 24 ovinos, machos,
sem padrdo racial definidos, foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos (seis carneiros por tratamento). Os animais foram
mantidos a pasto do nascimento até 120 dias e logo apo6s confinados por 60 dias, onde
foram submetidos a uma das dietas experimentais, que consistiram em diferentes niveis
de inclusdo do ORF a dieta (0, 3, 6 e 9%) com base na matéria seca. A suplementacao
com ORF ndo influenciou na espessura do epitélio, bem como no indice mitético. No
entanto, animais suplementados com 9% do ORF apresentaram um tamanho de papilas
reduzido. O incremento dietético do ORF (6 e 9%) proporcionou um aumentou nos
tempos de reducdo do azul de metileno, sedimentacdo e flotacdo no fluido ruminal. O
acréscimo da suplementacdo com ORF promoveu um aumento das lesGes hepéticas
microscopicamente, acompanhado de uma reducdo da deposicdo de glicogénio no
parénquima hepatico. A carne dos animais alimentados com 9% de inclusdo do 6leo
apresentou valores menores do acido oleico (C18:1), quando comparados com 0 grupo
controle. Os animais do grupo controle, apresentaram um menor valor do acido o-
linolénico (C18:3), quando comparados com os demais grupos. N&o foram observadas
diferencas nos indices trombogénico e aterogénico. A inclusdo de Oleo residual de
fritura em niveis elevados pode gerar alteracGes nos padrdes de fermentacdo, bem como
na mucosa ruminal e no parénquima hepatico, ndo refletindo no entanto em mudancas
substanciais no perfil de &cidos graxos da carne dos animais, constituindo uma
alternativa para o aproveitamento desse residuo da inddstria alimentar, desde que

respeitados os limites de incluséo.

Palavras-chave: Lipidios. Nutricdo de ruminantes. Alterac6es patologicas. Alimentos

alternativos.



ABSTRACT

The use of alternative products in the feeding of ruminants can have beneficial
characteristics, both from an economic and environmental point of view.
Supplementation of sheep with residual frying oil (RFO), as a strategy to increase the
dietary energy supply can modulate the characteristics of ruminal morphophysiology, as
well as of the hepatic metabolism and meat of such animals. Thus, the objective was to
evaluate the morphophysiological characteristics of the rumen, as well as possible
hepatic changes and the fatty acid profile of the meat of finishing sheep fed with
different levels of RFO. For this, 24 male sheep, with no defined racial pattern, were
distributed in a completely randomized design with four treatments (six rams per
treatment). The rams were kept on pasture from birth up to 120 days and then confined
for 60 days, where they were submitted to one of the experimental diets, which
consisted of different levels of inclusion of RFO in the diet (0, 3, 6 and 9%) with based
on dry matter. RFO supplementation did not influence int the thickness of the
epithelium and in the mitotic index. However, rams supplemented with 9% of RFO had
a reduced papillae size. The dietary increment of the RFO (6 and 9%) provided an
increase in the times of reduction of the methylene blue, sedimentation and flotation in
the ruminal fluid. The addition of RFO supplementation promoted an increase in
microscopic hepatic lesions, accompanied by a reduction in glycogen deposition in the
hepatic parenchyma. The meat of rams fed with 9% oil inclusion showed lower values
of oleic acid (C18:1), when compared with the control group. The rams in the control
group showed a lower value of a-linolenic acid (C18:3), when compared with the other
groups. There were no differences in thrombogenic and atherogenic indices. The
inclusion of residual frying oil at high levels can generate changes in the fermentation
patterns, as well as in the ruminal mucosa and hepatic parenchyma, however, not
reflecting in substantial changes in the fatty acid profile of the meat of the rams,
constituting an alternative for the use of this residue from the food industry, as long as

the inclusion limits are respected.

Keywords: Lipids. Ruminant Nutrition. Pathological changes. Alternative foods.
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1. INTRODUCAO

A busca por alimentos, alternativos as dietas tradicionais, é fator fundamental
para a viabilidade econémica da producdo de animais confinados, bem como por
questdes ambientais. A terminacdo de animais em confinamento foi utilizada, por muito
tempo, com o intuito de aumentar a lucratividade da pecuaria de corte mediante a oferta
de animais terminados no periodo de entressafra. Nos Ultimos anos, os custos oriundos
desta pratica elevaram-se acentuadamente. Dentre estes alimentos, pode-se incluir o uso
de subprodutos da industria alimenticia e bioenergética, como o éleo residual de fritura.
Entretanto é necessario conhecer a influéncia destes produtos sob o metabolismo

animal.

A mucosa ruminal é capaz de responder diferentemente de acordo com o padrédo
alimentar ao qual os animais sdo submetidos. A mudanga da taxa de divisdo celular é
uma das principais caracteristicas de adaptacdo do epitélio ruminal. Isso pelo fato de

que certos componentes da dieta apresentam apreciavel influéncia sobre essa taxa.

Alteracdes progressivas e regressivas da mucosa ruminal podem ocorrer em
funcéo da quantidade de carboidratos rapidamente fermentdveis na dieta, em funcéo dos
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) que surgem a partir deles, entre outras. O
aumento da superficie absortiva do ruminorreticulo pode ser induzido pela manipulacdo
da dieta, permitindo maior absor¢do de nutrientes e melhorando o desempenho do

animal.

Os diferentes componentes dietéticos podem modificar a populacdo microbiana
dos ruminantes e, consequentemente, as reagcdes que ocorrem no ramen, bem como em
outros sitios do sistema digestivo destes animais, refletindo inclusive na qualidade da

carcaca.
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Com isso, este trabalho foi conduzido objetivando avaliar possiveis
modificacdes na morfofisiologia ruminal, bem como sobre o metabolismo hepatico e o
perfil de &cidos graxos na carne de ovinos submetidos a diferentes niveis de 06leo

residual de fritura na alimentacéo.

12



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Descrever a influéncia da inclusdo de 6leo residual de fritura na dieta de ovinos
na morfofisiologia ruminal, bem como sobre o metabolismo hepéatico e o perfil de

acidos graxos na carne.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da inclusdo do 6leo residual de fritura sobre a morfometria da

mucosa ruminal e sobre o parénquima hepético através de microscopia de luz;

Verificar o efeito do incremento de 6leo sobre o fluido ruminal;

Avaliar o efeito da dieta sob o perfil de acidos graxos na carne de ovinos.

13



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PROLIFERACAO E MORTE CELULAR NO RUMINORRETICULO

No epitélio da mucosa ruminal a proliferacdo celular ocorre a partir da camada
basal, onde as celulas entram em divisdo mitética. Essas, por sua vez, sofrem
diferenciacdo e migram para as camadas superiores do epitélio até alcancar a camada
cornea e descamar para dentro do limen ruminal (BANKS, 1992; DELLMAN e

EURELL, 1998).

O epitélio ruminal é naturalmente paraqueratético (LAVKER et al., 1969;
LAVKER e MATOLTSY, 1970). No entanto, maior prevaléncia de paraqueratose
ruminal é associada a dietas com alto teor de alimentos concentrados (TAMATE e
KIKUCHI, 1978), provavelmente resultante da inducdo de alta taxa de proliferacéo e
migracdo celular sem tempo suficiente para completa diferenciagdo (GOODLAD,

1981).

O epitélio ruminal durante a transicdo de pré-ruminate para o estado de
ruminante sofre uma reconstrucdo funcional, devido a mudancas na dieta de alimentos
liquidos para so6lidos. O epitélio ruminal em pré-ruminantes passa por processos de
maturacgdo associado ao alargamento da area de superficie para absorcdo de nutrientes e
desenvolvimento da capacidade celular para absor¢éo e metabolismo de AGCC gerados
pela digestdo de nutrientes solidos, através da a¢do de microorganismos anaerobicos no

ramen (NIWINSKA et al., 2017).

14



Os AGCC sédo estimuladores de proliferagdo celular do epitélio ruminal
(SAKATA e TAMATE, 1978, 1979). O efeito direto no epitélio varia conforme o tipo
de AGCC (GALFI et al., 1986) e ao menos um mediador, a insulina (SAKATA et al.,
1980; RESENDE JUNIOR et al., 2006b), esta envolvida no processo de estimulacéo da
proliferacdo celular. Como existe um efeito estimulador direto dos AGCC na
proliferacdo celular, as papilas ruminais sdo mais desenvolvidas onde a fase fluida
permanece mais tempo em contato com a parede, uma vez que esses acidos se
encontram incorporados ao liquido ruminal. Devido a este, e provavelmente também a
outros fatores, o tamanho e a forma das papilas ruminais variam de acordo com a regido

do rimen (BEHARKA et al., 1998; DANIEL et al., 2006).

A resposta morfoldgica das papilas as variagcGes da dieta também € diferente
conforme a regido. As papilas localizadas no saco cranial do rimen sdo as que menos
respondem as variagdes dietéticas em bovinos (McGAVIN e MORRIL, 1976;
BEHARKA et al., 1998). Alguns experimentos ndo foram capazes de detectar resposta
papilar as varia¢fes nutricionais sutis (ANDERSEN et al., 1999; REYNOLDS, 2004),
provavelmente por terem utilizado papilas oriundas do saco cranial do rumen.
Entretanto, Resende Janior et al. (2006b), mesmo trabalhando com papilas oriundas do
saco cranial, conseguiram encontrar diferenga no indice mitotico da camada basal do
epitélio, que foi mais alto em papilas de vacas alimentadas com concentrado uma vez ao
dia, do que em papilas de vacas alimentadas com concentrado quatro vezes ao dia, uma
vez que ocorre maior resposta da mucosa ruminal a picos na concentracdo de AGCC.
No mesmo experimento, os autores puderam também detectar que, na transicdo de uma
dieta de padronizagdo, baseada em feno, para uma dieta com concentrado e feno, as
papilas ruminais tenderam a crescer rapidamente atingindo o seu tamanho maximo, 12

dias apds a introducdo do concentrado.

15



A extensdo da superficie absortiva do omaso tem importancia na absorcéo de
AGCC, podendo evitar que esses passem com a fase fluida para o abomaso. O excesso
de AGCC absorvido no abomaso é correlacionado com a diminui¢do da motilidade do
orgdo, a qual é precursora de distarbios digestivos, como deslocamento e torgédo

(BOLTON et al., 1976; SVENDSEN, 1969).

Se a presenca de AGCC estimula a proliferacdo epitelial, sua auséncia ou menor
quantidade pode levar a involucdo do epitélio (SAKATA et al., 1974). Jejum de dois
dias teve efeito agudo na diminuicdo do tamanho papilar e indice mitético e no aumento
do indice apoptdtico em papilas coletadas no saco cranial do rimen de vacas

(RESENDE JUNIOR et al., 2006a).

A apoptose, que é a morte celular programada, ocorre quando as células nédo
s80 mais necessarias ou se tornam uma ameaca para o organismo (GUYTON e HALL,
2006). A ideia de que apoptose € um mecanismo comum para regulacdo da perda
celular, foi bem estabelecida (KERR et al., 1972; RAFF, 1992; HALL et al., 1994). H&
uma relagdo coordenada, mas com frequéncia inversa, entre crescimento celular e

apoptose (COTRAN et al., 2000).

O fenbmeno da apoptose é definido por uma série de mudancgas morfolégicas
(KERR et al.,, 1972). As caracteristicas classicas sdo melhores observadas na
microscopia eletrdnica, mas podem ser observadas através de microscopia de luz usando
corantes ou marcadores que se ligam ao DNA. As mudangas morfoldgicas observadas
no processo de apoptose sdo condensacédo celular, presumivelmente pela perda de agua
(KERR et al., 1972); desprendimento e arredondamento celular; projec6es da membrana
citoplasmatica; condensacdo da cromatina nuclear (MILLS, 1999; HACKER, 2000) e
fragmentacdo nuclear e celular em corpos apoptéticos. A maioria dessas mudancas €

mediada por uma cascata enzimatica envolvendo cisteino-proteases, chamadas caspases,

16



que clivam residuos de acido aspartico (HENGARTNER, 2000). As caspases sdo
proteases do tipo cisteina que desempenham um papel fundamental nas clivagens
proteoliticas do processo apoptético (CHANG e YANG, 2000, GRUTTER, 2000). Sao
conhecidos pelo menos 12 tipos de caspases em mamiferos, classificadas em dois
grupos principais: Caspases iniciadoras (1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11 e 12) e Caspases efetoras
(3,6 e 7). Apos a ativacao das caspases efetoras 0 mecanismo de ativacdo do processo

de apoptose torna-se irreversivel (LI e YUAN, 2008).

3.2 DIETA E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

A concentracdo de lipidios nas dietas de ruminantes é baixa, de 1 a 5% da
matéria-seca e estdo presentes principalmente na forma de ésteres de glicerol
(KOZLOSKI, 2009). Como alternativa ao déficit de energia das ra¢des tem-se adotado a
suplementacdo com lipidios, que além de proporcionar o aumento da energia, melhora a
eficiéncia alimentar, o desempenho animal e consequentemente incrementa as

producdes de carne e leite (VALINOTE et al., 2005).

O uso de lipideos tem sido recomendado para aumentar a densidade energética
da dieta, evitando os efeitos nocivos de altas quantidades de concentrados ricos em
amido sobre o ambiente ruminal. A hidrélise de 1g de lipideo fornece 9,3 kcal de
energia bruta, representando 2,25 vezes a energia fornecida pelos carboidratos e

proteinas (DOREAU e CHILLIARD, 1997).

Os &cidos graxos insaturados de cadeia longa reduzem a digestibilidade da fibra
e a relacdo acetato:propionato, inibem a produgdo de metano e alteram a resisténcia das

bactérias ruminais aos iondforos (VARGAS et al., 2001). Experimentos in vitro

17



demonstraram aumento na eficiéncia de sintese protéica microbiana e reducdo na
concentracdo de amonia ruminal em animais recebendo 6leo na dieta (VAN NEVEL e
DEMEYER, 1988). Leaflet (1996) relatou tendéncia de melhora na conversao alimentar
proporcionada pela utilizagdo de lipideos em dietas contendo farelo de soja, e ndo ureia
como fonte de nitrogénio, efeito atribuido a habilidade destes em inibir as bactérias
utilizadoras de aminoacidos como fonte de energia e nitrogénio, efeito semelhante ao

relatado para o ion6foro monensina (KRAUSE e RUSSELL, 1996).

A suplementacdo com lipideos apresentou resultados positivos sobre o ganho de
peso diario e eficiéncia alimentar em diversos trabalhos (ZINN, 1989; BRANDT Jr. e
ANDERSON, 1990; BOCK et al., 1991), o que pode ser explicado pelo maior valor
energético normalmente encontrado nas dietas, tendo em vista que é dificil produzir

racOes isoenergéticas com a inclusdo de fontes de lipideos as dietas.

A utilizacdo de fontes lipidicas na alimentacdo de bovinos de corte, como o
caroco de algoddo e outras oleaginosas, ocorre com o intuito de oferecer alta densidade
energética, viabilizando maiores taxas de ganho de peso e melhor acabamento de
carcaca, principalmente quando se trata da terminacdo de animais mais precoces.
Entretanto, os resultados sobre o desempenho de animais alimentados com oleaginosas

sdo contraditorios (BRANDT Jr. e ANDERSON, 1990).

Ao trabalharem com novilhos em confinamento, Aferri et al. (2005) também
ndo encontraram efeito da adicdo do carogo de algoddo sobre o ganho de peso,

conversdo alimentar e caracteristicas de carcaga.

Trés experimentos foram conduzidos por Cranston et al. (2006), utilizando o
caroco de algoddo na terminacao de bovinos de corte. Segundo os autores, o carogo de

algoddo ou os subprodutos de seu processamento podem ser utilizados na dieta de
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bovinos em terminacdo sem efeitos adversos no desempenho dos animais e
caracteristicas de carcacas. Todavia, os efeitos positivos sobre o desempenho dos
animais nao puderam ser comprovado. Pelo contrario, em um experimento o caro¢o de

algoddo chegou a reduzir a eficiéncia alimentar dos animais.

A qualidade e a quantidade de gordura depositada na carne dos animais sofrem
influéncia de fatores como espécie, raca, idade, estado nutricional, sexo e dieta. No
gado, a deposicdo de gordura é resultado de nutricdo, sexo, idade, grupo genético e
bioidrogenacdo ruminal. Observou-se que 0s bovinos Bos Taurus exibem mais
marmoreio comparado ao gado Bos indicus (ELZO et al., 2012; TEIXEIRA et al.,

2017).

Lopes et al. (2014) avaliando o efeito da restricdo alimentar e genotipo de
caprinos na qualidade da carne, observaram que o genétipo apresentou poucas
diferencas no seu perfil de acidos graxos. No entanto, os animais alimentados ad libitum
apresentaram um perfil de acidos graxos mais favoravel para a salde humana, com
maiores concentracbes de acido oléico, &cidos graxos insaturados e &cido linoléico

conjugado.

Ladeira et al. (2014), trabalhando com touros jovens alimentados com grédos de
soja moidos ou gordura protegida no rimen com ou sem monensina, observaram que o
uso de monensina aumentou os acidos araquiddnico e a-linolénico no musculo
Longissimus dorsi e na gordura subcutanea, respectivamente. A carne dos animais que
receberam gordura protegida no rimen apresentou maior teor de acido oléico (C18:1).
Os contetidos de acido linoleico conjugado (CLA) e linolénico (C18:3) foram maiores
no musculo Longissimus dorsi dos animais alimentados com grdo de soja. Contudo, a-
C18:3 foi maior no masculo Longissimus dorsi de animais alimentados com gordura

protegida no rimen. Na gordura subcutanea, grdos de soja moidos reduziu os conteidos
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C12:0 e C14:0 e aumentou C18:0. A inclusédo de gordura protegida no rGmen aumentou
os indices C18:1 e CLA na gordura subcutanea. Soja elevou os conteudos de AGPI e

aumentou a suscetibilidade da gordura muscular e subcutanea a oxidacao lipidica.

O é&cido linoleico é derivado inteiramente da dieta. Nos ruminantes, este acido
graxo, que estd em niveis elevados em alimentos concentrados (gréos e oleaginosas), é
degradado em &cidos graxos monoinsaturados e saturados no rumen por bio-
hidrogenacdo microbiana e apenas uma pequena proporcao, cerca de 10% da dieta 18:
2n-6, esta disponivel para incorporacdo em lipidios teciduais. Tanto em ovinos como
em bovinos, o acido graxo esta em niveis mais elevados do musculo do que o tecido
adiposo. O segundo AGPI mais importante é o acido a-linolénico (18: 3n-3), que esta
presente em muitos alimentos concentrados, mas em niveis inferiores a 18: 2n-6. Este é
um importante acido graxo dietético para ruminantes, uma vez que constitui mais de
50% dos &cidos graxos totais em gramineas. Novamente, uma alta propor¢do € bio-

hidrogenada para &cidos graxos saturados no raimen (WOOD et al., 2008).

N&o somente sobre o aspecto de saude humana, o perfil de &cidos graxos (AG)
também é importante do ponto de vista comercial, j& que varios estudos tém
demonstrado que a propor¢do de AG saturados, AG monoinsaturados e AG
poliinsaturados influenciam o periodo de validade, assim como o sabor da carne
(DUCKETT et al., 1993; ELMORE et al., 1999). Isto ocorre porque carnes com altas
concentracfes de AGPI podem sofrer rancificacdo. Para que esta reacdo quimica nao
ocorra, € necessaria que a quantidade de Vitamina E (a-tocoferol) presente na carne seja
adequada o que, por sua vez, estd em funcdo dos niveis dessa vitamina nos ingredientes
da dieta. Portanto, a partir da década de 90 houve grande interesse sobre a adi¢do dessa

vitamina nas dietas com o intuito de melhorar a qualidade da carne de bovinos.
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4. CAPITULO 1

ARTIGO: Morfofisiologia do rimen e alteracdes hepaticas de ovinos alimentados

com diferentes niveis de 6leo residual de fritura
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RESUMO: Obijetivou-se avaliar os efeitos da alimentacdo com diferentes niveis da
inclusdo de Gleo residual de fritura (ORF) na morfofisiologia ruminal e hepética de
ovinos em terminag&o. Para isso, foram utilizados 24 ovinos machos, sem padréo racial
definido, distribuidos em um delineamento em blocos casualizados, com quatro
tratamentos e seis repeticdes. Os animais foram mantidos a pasto do nascimento até 120
dias de vida e logo ap6s confinados por 60 dias, onde foram submetidos a uma das
dietas experimentais, que consistiram em diferentes niveis de inclusdo do ORF a dieta
(0, 3, 6 € 9% do 6leo, com base na matéria seca). A suplementacdo alimentar com éleo
residual de fritura reduziu o consumo alimentar. Animais alimentados com 9% do 6leo
ORF apresentaram um aumento nos tempos de reducdo em azul de metileno, de
sedimentacéo e flotagcdo, bem como uma reducdo da contagem total de protozoarios. A
espessura do epitélio ruminal, bem como da camada de queratina e o ndmero de
papilas/cm2 ndo diferiram entre os tratamentos. No entanto, a altura das papilas
ruminais reduziu nos animais suplementados com 9%. Neste grupo, ocorreu um maior

namero de lesBes na mucosa ruminal. A suplementacdo com 6 e 9% do ORF promoveu
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um aumento das lesdes hepaticas microscopicamente. A suplementacdo com 9% do dleo
provocou ainda uma reducdo da deposicdo de glicogénio no parénquima hepatico. A
inclusdo de 3% do ORF ndo promoveu altera¢cdes ruminais, nem hepaticas podendo ser

utilizada como fonte lipidica alimentacdo de ovinos em terminacao.

PALAVRAS-CHAVE: lipidio, subproduto, ruminante, morfometria, degeneragdo,

necrose.

ABSTRACT: The objective was to evaluate the effects of feeding at different levels of
the inclusion of residual frying oil (RFO) in the ruminal and hepatic morphophysiology
of finishing sheep. For this, 24 male sheep were used, with no defined racial pattern,
distributed in a randomized block design, with four treatments and six repetitions. The
rams were kept on pasture from birth up to 120 days of age and then confined for 60
days, where they were submitted to one of the experimental diets, which consisted of
different levels of inclusion of RFO in the diet (0, 3, 6 and 9% based on dry matter).
Dietary supplementation with residual frying oil reduces food consumption. Rams fed
with 9% of RFO showed an increase in methylene blue reduction, sedimentation and
flotation times, as well as a reduction in the total protozoan count. The thickness of the
ruminal epithelium, as well as the keratin layer and the number of papillae/cm2 did not
differ between treatments. However, the height of the ruminal papillae decreased in
animals supplemented with 9%. In this group, there was a greater number of lesions in
the ruminal mucosa. Supplementation with 6 and 9% of the RFO promoted an increase
in hepatic lesions microscopically. Supplementation with 9% of the oil also caused a
reduction in glycogen deposition in the hepatic parenchyma. The inclusion of 3% of the
RFO did not promote ruminal or hepatic changes and could be used as a lipid source in

the feeding of finishing sheep.

KEYWORDS: lipid, by-product, ruminant, morphometry, degeneration, necrosis.

INTRODUCAO

Na producéo de ruminantes, os custos de racdo podem contribuir com até 70%

dos custos totais, portanto, melhorar a eficiéncia da conversdo de ragdo em leite ou
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carne pode ter um impacto significativo na lucratividade de sistema de producédo de
ruminantes (BACH, 2012).

A busca por alimentos, alternativos as dietas tradicionais, é fator fundamental
para a viabilidade econémica da producdo de animais confinados, bem como por
questdes ambientais (COSTA et al., 2019). Dentre os alimentos alternativos, pode-se
incluir o uso de subprodutos da industria alimenticia e bioenergética, como fonte

alimentar.

O Oleo residual de fritura (ORF) é considerado um residuo da inddstria
alimenticia e um potente agente poluidor, sendo referido por alguns estudos como fonte
alternativa de suplementacgdo lipidica, que pode contribuir tanto para reduzir custos de
producdo quanto para modificar a composicao tecidual da carcaca, além de contribuir
para a reducdo do impacto ambiental, evitando sua destinacao inadequada no ambiente
(RODRIGUES FILHO et al., 2013). Diferentes tipos de 6leos podem ser usados para
fritar alimentos, no entanto, o processo de fritura proporciona modificagcbes nas
propriedades fisicas e quimicas do 6leo utilizado, com reducdo dos &cidos graxos
insaturados, aumento de espécies reativas ao oxigénio e do grau de hidrolise (CROSA et
al., 2014; LIU et al., 2019).

Pesquisas avaliando o desempenho de ruminantes, alimentados com o ORF
demonstram seu potencial de utilizacdo na dieta (AWAWDEH et al., 2009; VAN
CLEEF et al.,, 2016). A adicdo de lipideos como fonte de energia na dieta de
ruminantes, objetiva uma maior densidade energética, o que pode acarretar um menor
consumo de alimentos por mecanismos regulatérios especificos da ingestdo ou por
limites de metabolizagdo desses compostos (PALMQUIST e MATTOS, 2011). O
aumento do conteudo energético da dieta através da adicdo de lipidios ndo apenas
aumenta a ingestdo de energia, mas também reduz o incremento de calor proveniente da
dieta (RENAUDEAU et al., 2012).

A capacidade do rumen de detectar e responder a flutuacdes nos niveis
nutricionais da dieta € um requisito para a homeostase metab6lica em ruminantes (XU
et al., 2018). O epitélio ruminal é capaz de responder a mudancas dietéticas (LIMA et
al., 2015; TEOFILO et al., 2009), melhorando, por exemplo a quimiossensibilidade de
carboidratos, acidos graxos e aminoacidos, atraves do aumento da expressdo de
transportadores e de receptores de nutrientes, além de induzir o aumento das papilas
(superficie de absorcao) (TIAN et al., 2020).
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O metabolismo lipidico hepatico € uma fonte de energia para o corpo e controla
varios estados metabdlicos fisiopatologicamente. O excesso de lipidios na dieta pode
ultrapassar a capacidade de metaboliza¢do e armazenamento nos hepatocitos, que é um

dos motivos mais comuns que podem levar a disturbios hepaticos (HASSAN, 2014).

A extensdo dos efeitos que o uso de Oleo residual de fritura pode causar no
organismo animal quando suplementados com esse produto ainda ndo sdo
completamente esclarecidas, o que demanda mais estudos, principalmente em 6rgéos
relacionados a digestdo e metabolizacdo lipidica. Com isso, objetivou-se avaliar a
resposta morfolégica da mucosa ruminal, bem como os efeitos no padrdo de
fermentacgdo do fluido ruminal e no parénquima hepatico de ovinos suplementados com

diferentes niveis de dleo residual de fritura na dieta, durante o periodo de terminacao.

MATERIAL E METODOS
Animais, dietas e procedimentos experimentais

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(Protocolo N° 23091.009383/2016-31).

Foram utilizados 24 ovinos machos, sem padrdes raciais definidos, ndo
castrados, clinicamente saudaveis. Os animais foram distribuidos em delineamento em
blocos casualizados, definidos por peso dos animais, com quatro tratamentos e seis
repeticbes. Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 14 dias, 0s

quais receberam anti-helminticos.

Os animais foram mantidos a pasto do nascimento até os 120 dias de vida e logo
ap6s confinados, sendo alojados em baias individuais de 3m?, providas de comedouro,
saleiro e bebedouro por um periodo de 60 dias, onde foram submetidos a uma das dietas
experimentais, que consistiram em diferentes niveis de incluséo do 6leo de soja residual
de fritura a dieta (0, 3, 6 e 9%) com base na materia seca (Tabela 1). Na formulacdo das
dietas foram considerados os nutrientes dos alimentos que foram fornecidos,
previamente determinados em laboratorio, conforme preconizagcbes do National
Research Council (NRC, 2007), para atender o0s requerimentos nutricionais dos animai e

atender um ganho medio diario de 200g. O fornecimento da alimentagéo foi realizado,
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diariamente (as 8 e as 16 horas), como racdo total, ad libitum, em quantidade suficiente

para obter no minimo uma sobra de 10% do oferecido.

Foram coletadas amostras diarias dos alimentos fornecidos e das sobras,
realizadas amostras compostas e armazenadas em um freezer, e posteriormente foram
secadas em estufa ventilada a 55°C, por 72 horas e moidos em moinho tipo Wiley, com
peneira com malha de 1 mm e analisados quanto ao conteldo em matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), lignina e extrato etéreo (EE), segundo Silva e Queiroz (2002).
Os teores de carboidratos totais (CT) foram calculados segundo as equagdes de Sniffen
et al. (1992), em que: CT=100 - (%PB+%EE+%MM), enquanto os teores de
carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados pela formula CNF=CT-FDN. Os
valores de NDT foram estimados segundo a tabela brasileira de composic¢éo quimica de
alimentos — CQBAL 3.0 (VALADARES FILHO et al., 2010). O consumo voluntério de
MS, PB, EE, FDN e FDA foi calculado pela diferenca entre a quantidade ofertada e a

sobra.
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Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais, com diferentes niveis de inclusdo de

6leo residual de fritura (0, 3, 6 e 9%), fornecidas a ovinos em terminacao.

Nivel do éleo residual de fritura (%)

Ingredientes (%)

0 3 6 9
Feno de tifton 40,00 38,80 37,50 36,30
Milho 36,20 35,10 34,00 32,90
Farelo de soja 22,00 21,30 20,70 20,00
Oleo de soja residual de fritura 0,00 3,00 6,00 9,00
Mistura mineral 1,80 1,80 1,80 1,80
Nutrientes
Matéria seca (%) 91,88 90,41 90,71 90,75
Matéria organica (%MS) 92,70 93,12 93,28 93,24
Matéria mineral (%MS) 7,30 6,88 6,72 6,76
Proteina bruta (%MS) 21,53 21,24 21,06 19,43
Extrato etéreo (%MS) 2,26 3,57 5,82 7,99
Fibra em detergente neutro (%MS) 36,00 34,63 34,95 35,92
Fibra em detergente acido (%MS) 13,92 14,04 13,71 13,93
Hemicelulose (%MS) 22,08 20,59 21,24 21,99
Lignina (%MS) 2,74 2,86 2,53 2,75
Celulose (%MS) 12,22 12,63 12,75 12,58
Carboidratos totais (%MS) 68,91 68,31 73,26 65,81
Carboidratos néo fibrosos (%MS) 32,91 33,68 38,30 29,89
Nutrientes digestiveis totais (%MS) 79,24 76,86 74,49 72,11

!Niveis de garantia (nutrientes/kg): Célcio (max.) 300g; Céalcio (min.) 200g; Fosforo
(min.) 50g; Magnésio (min.) 16,5g; Sodio (min.) 40g; Enxofre (min.) 18g; Selénio
(min.) 11mg; Cobre (min.) 122mg; Cobalto (min.) 60mg; Ferro (min.) 3960mg; lodo
(min.) 85mg; Manganés (min.) 2000mg; Zinco (min.) 2100mg; Vitamina A (min.)
112000UI; Vitamina D3 (min.) 22000Ul; Vitamina E (min.) 830 Ul; Fluor (méax.)
1000mg.

Ap0s o periodo de terminagdo, os ovinos foram submetidos a um jejum soélido de
12 horas e entdo abatidos. O abate ocorreu em abatedouro sob inspecdo municipal,

através da insensibilizacdo pelo método de concussdo percussiva ndo penetrativa,
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seguido de sangria, com corte da carotida e jugular, em atendimento a legislacéo vigente
(BRASIL, 2000).

Anélise do fluido ruminal

Apos o abate dos animais, foram coletados 300mL do fluido ruminal para as
avaliaces fisica, bioquimica e contagem de protozoarios. Na avaliacdo fisica foram
observados 0s seguintes parametros: cor (verde-oliva, verde-amarelado, verde-
enegrecido, marrom ou acinzentado), odor (aromatico, acido ou putrido), consisténcia
(aquosa, levemente viscosa, viscosa ou espumosa), tempo de sedimentacédo e flotacdo.
Na andlise bioquimica foi avaliado o tempo da prova redu¢do do azul de metileno, com
a adicdo de 1ml do azul de metileno a 0,03% em 20ml do fluido ruminal. A contagem
de protozoarios foi realizada em lamina de Neubauer, de acordo com a metodologia

proposta por Dehority (1984).

Anélises Morfoldgicas

Macroscopicas

Apbs a coleta do fluido ruminal, um fragmento de aproximadamente 5 cm? da
por¢do cranial saco ventral (recesso) do rdmen de cada animal foi coletado e
posteriormente colocado em frascos contendo solucdo tampéo fosfato, para posterior
analise macroscopica (numero de papilas por cm2 de parede e altura das papilas),
segundo metodologia descrita por Daniel et al. (2006).

Microscpicas

Outro fragmento da mesma regido do ramen, bem como um fragmento do figado
foram coletados e fixados em solucdo de formol tamponado a 4%, por 18 horas, a 4°C.
Em seguida, os fragmentos foram desidratados em solugbes crescentes de etanol (70-
100%), diafanizadas em xilol, impregnadas e incluidas em parafina liquida, e cortadas
em micrétomo rotatorio, a 5um de espessura.

Os cortes do rumen foram entdo corados em hematoxilina-eosina, para
determinacdo do indice mitético, conforme proposto por Sakata e Tamate (1974). A
espessura total do epitélio, da camada de queratina e das estruturas ndo-queratinizadas
do epitélio foram determinadas conforme preconizado por Costa et al. (2008). Para
determinar a altura, as fotografias foram realizadas no microscépio em objetiva de

quatro vezes e para determinar a espessura da camada de queratina e das estruturas ndo-
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queratinizadas do epitélio, a objetiva utilizada foi a de quarenta vezes, em dez campos
cada.

Os cortes do figado foram corados ou em hematoxilina-eosina, para avaliacdo do
parénquima hepatico quanto a eventual presenca de lesbes e, foram determinados
escores quanto ao grau das lesdes (0-ausente, 1-leve, 2-moderada e 3-acentuada) ou em
acido periodico de Schiff (PAS), para determinacdo do glicogénio hepéatico. A
determinacdo do glicogénio foi realizada nas imagens digitalizadas, com auxilio do
programa computacional de analises de imagens Image J (National Institute of Health,
Bethesda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/).

Todas as andlises microscopicas foram efetuadas com uso de um microscépio de

luz, com cémera digital acoplada (Olympus BX51, Olympus Optical®, Japdo) e as
varidveis morfométricas analisadas pelo programa computacional de analises

morfométricas Axio vision (Zeiss®, Alemanha).

Andlises Estatisticas

Os dados de consumo, morfoldgicos e os valores de glicogénio hepéatico foram
submetidos aos testes de normalidade Kolmogorov-smirnov e homocedasticidade das
variancias de Levene. Posteriormente, as variaveis com distribuicdo normal e igualdade
de variancia foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida por testes de
comparacdo maltipla de Tukey entre os diferentes grupos de dietas.

As alteracGes histopatoldgicas (presenca ou auséncia) foram comparadas entre
0s grupos de dietas pelo teste do Qui-quadrado, enquanto os graus das lesdes (0 a 4)
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido por pés-testes de Dunn.

Todos as analises estatisticas foram realizadas por meio do Pacote Estatistico
para Ciéncias Sociais — SPSS, para Windows (IBM - SPSS, versao 20.0, Inc., Chicago,
IL, EUA). Valores de probabilidade menores que 0,05 foram considerados como

significativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Consumo e Ganho de Peso

A ingestdo de matéria seca diaria diferiu entre os tratamentos (Tabela 2), quando

avaliados em gramas por dia, sendo o valor superior para o tratamento sem a incluséo
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do oleo residual de fritura. A ingestdo de extrato etéreo (EE) diferiu significativamente
entre todos os tratamentos. Em relacdo ao consumo de gramas por dia deste nutriente,
pode-se observar um crescimento com o aumento nos niveis de inclusdo do ORF. O
ganho de peso (Tabela 2) foi influenciado pelos niveis de adicdo do ORF, onde foi

observado um menor ganho nos animais suplementados com 9% do ORF.

Peixoto et al. (2017), também avaliando os efeitos do ORF na dieta de ovinos
sobre consumo e digestibilidade de alimentos, observaram um efeito linear decrescente
sobre o consumo de matéria seca, e um aumento linear na ingestdo de EE. Neste
trabalho ndo foram observadas alteracfes na digestibilidade da maioria dos nutrientes
(com excecdo do EE), bem como no balango de nitrogénio e na concentragdo de
nitrogénio amoniacal no ramen. No entanto, o desempenho dos animais ndo foi

avaliado.

Tabela 2 — Ingestdo de matéria seca e ganho de peso de ovinos alimentados com

diferentes niveis de 6leo residual de fritura.

Nivel do 6leo residual de fritura (%)

Variaveis EPM! p2
0 3 6 9
IMS (g) 1150,312 1071,30° 1081,95® 1051,75° 18,67 0,011
IEE (g) 26,95%  42,50° 71,35 9565 1,72 <0,001
Peso Inicial 15,29 15,18 15,59 15,90 0,52 0,763
Peso Final 26,68  26,97® 28,222 25,6" 0,66 0,046
Ganho de Peso 11,392 11,782 12,632 9,36° 0,46 0,001

Meédias seguidas por letras diferentes na linha, indicam diferenca entre si pelo teste
Tukey (P<0,05). IMS = ingestdo de matéria seca; IEE = ingestdo de extrato etéreo. ‘Erro
padrdo da média; ?Valor de probabilidade.

Caracteristicas do Fluido Ruminal

As caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas avaliadas no fluido ruminal
estdo expressas na Tabela 3. O odor, a consisténcia e a cor, estavam dentro do padréo de

normalidade da espécie.
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O tempo de sedimentacéo e flotacdo foi maior nos animais alimentados com 9%
do Oleo. Observa-se que animais alimentados com teor elevado de 6leo apresentaram
valores acima do preconizado, o que evidencia uma alteracdo da microbiota ruminal
desses animais (FEITOSA et al., 1991).

Os animais suplementados com 9% de ORF também apresentaram um tempo
médio de reducdo do azul de metileno maior que os grupos suplementados com 3 e 6%
do 6leo (Tabela 3). O tempo considerado adequado nessa prova bioquimica é de até 3
minutos, 0 que mostra que os animais alimentados com 9% do 6leo estavam acima do

padrdo fisioldgico da espécie.

A contagem total de protozoarios variou entre todos 0s grupos de animais
suplementados com ORF (Tabela 3). Uma reducdo na abundancia total de protozoarios
foi observada em ovinos (LIMA et al., 2019), bem como em novilhos (WANG et al.,
2018) suplementados com 0leo de soja e caprinos com 06leo de palma (ABUBAKR et
al., 2013).

No ambiente ruminal, os 6leos (MACHMULLER e KREUZER, 1999) e alguns
acidos graxos insaturados (NEWBOLD e CHAMBERLAIN, 1988) sdo tdxicos para 0s
protozoarios ciliados. Esse efeito toxico direto se d& pela incorporacdo dos acidos
graxos a membrana microbiana, alterando sua fluidicidade e permeabilidade
(KOZLOSKI, 2017).

38



Tabela 3. Caracteristicas do liquido ruminal de ovinos suplementados com diferentes

niveis de 6leo residual de fritura no periodo de terminacao.

Suplementacéo

Variaveis \F/zllor
0% 3% 6% 9%
3,50 + 744 + 12,13+
a 1 ] ]
TSF 321+1,22 oy ot pet 0,003
RAM (min) 2,67+ 1642 Lo 5514370 0,014

1,312b 1,032 1,002

Protozoarios (X

109 68 + 2,37 54 + 3,0° 26 + 2,4° 16 +2,49  <0,001

TSF: Tempo de sedimentacéo e flotacdo; RAM: Reducdo em azul de metileno. Valores
expressos em media + Erro padrdo da média. Médias seguidas por letras diferentes na
mesma linha, indicam diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Aspectos Morfofiologicos do Rumen

A suplementagdo com ORF promoveu uma reducdo na altura das papilas
ruminais nos animais alimentados com 9% do ORF, comparada ao grupo controle
(Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas morfoldgicas do radmen de ovinos suplementados com

diferentes niveis de 6leo residual de fritura no periodo de terminacéo.

o Suplementacéo
Variaveis P-valor
0% 3% 6% 9%

ETE! (um) 178,42+1374 183,17+567 161,38+7,99 17504 +14,02 0,547
ECQ (um) 47,33+451 4508+563 3417+258 4525+278 0,129
ESQ (um) 131,08 +10,72 138,08 +6,13 127,21 +7,19 129,79+14,03 0,884
AP (mm) 8,66 £0,402  7,57+0,31% 743+054® 6,62+048" 0,031
NP/cm? 3500+1,71 3383+142 3600+082 3400+141 0,466
IM 019+001  020+001 018+001  016+001 0,223

'ETE = Espessura total do epitélio; ECQ = Espessura da camada de queratina; ESQ =
Epitélio sem queratina; AP = Altura de papila; NP/cm? = NGmero de papilas ruminais
por cm? de parede; IM = Indice mitdtico. Valores expressos em média + Erro padrio da
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média. Medias seguidas por letras diferentes na mesma linha, indicam diferenca entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O maior determinante da extensdo da superficie absortiva ruminal é o tamanho
das papilas ruminais (DANIEL et al., 2006; BEHARKA et al., 1998) que pode ser
diretamente influenciado pela dieta (SUTTON et al., 1963), uma vez que se sabe que 0s
AGCC, provenientes da fermentacdo microbiana sdo estimuladores de proliferacdo
celular do epitélio ruminal (SAKATA e TAMATE, 1978, 1979). O efeito direto no
epitélio varia conforme o tipo de AGCC (GALFI et al., 1986) e a0 menos um mediador,
a insulina (SAKATA et al., 1980; RESENDE JUNIOR et al., 2006b), esta envolvido no
processo de estimulacdo da proliferacéo celular. Por outro lado, se a presenca de AGCC
estimula a proliferacdo epitelial, sua auséncia ou menor quantidade pode levar a
involucédo do epitélio (SAKATA et al, 1974). Como a adicdo de lipidios pode reduzir a
populacdo de bactérias fibroliticas ruminais (FRANZOLIN e DEHORITY, 2010), bem
como a densidade de protozoarios (VARADYOVA et al., 2007; FERREIRA et al.,
2020) e a concentracdo total de AGCC (WANG et al., 2018). Logo, a adicdo de 9% de
ORF pode ter contribuido para uma reducdo da producdo de AGCC no ambiente

ruminal, refletindo em um menor tamanho das papilas ruminais.

A suplementacdo com ORF nos diferentes niveis, ndo influenciou no numero de
papilas por cm? da parede, na espessura total do epitélio, bem como na camada de
queratina e no indice mitdtico (Tabela 4). E curioso notar que o indice mitdtico néo
apresentou diferenca entre os tratamentos mesmo tendo ocorrido uma variacdo na altura
das papilas, no entanto, este indice responde agudamente a mudancas no plano
alimentar (GOODLAD, 1981; SAKATA e TAMATE, 1978), o que pode justificar

valores semelhantes entre as dietas experimentais.

Uma caracteristica observada no rumen foi a presenga de paraqueratose em
todos os animais (Figura 1). O epitélio ruminal € naturalmente paraqueratdtico
(LAVKER et al.,, 1969; LAVKER e MATOLTSY, 1970). No entanto, maior
prevaléncia de paraqueratose ruminal é associada a dietas com alto teor de alimentos
concentrados (TAMATE e KIKUCHI, 1978), provavelmente resultante da inducdo de
alta taxa de proliferacdo e migracdo celular sem tempo suficiente para completa
diferenciacdo (GOODLAD, 1981).
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O epitélio ruminal apresentou alteracdes, de acordo com o incremento de 6leo na
dieta, onde observou-se degeneracdo hidropica, formacdo de grandes vacuolos
intracelulares, principalmente na camada espinhosa, bem como a dilatacdo de vasos

linfaticos na lamina-propria submucosa (Figura 1, P=0,018). Degeneracdo hidropica foi

observada na mucosa ruminal de bezerros que receberam infusdes de lactato (COSTA et
al., 2008b).

Figura 1. Rimen de ovinos suplementados com diferentes niveis (A — 0%; B — 3%, C —
6% e D - 9%) de bleo residual de fritura. A paraqueratose do epitélio foi observada em
todos os animais. Em A, mucosa normal; Em B e C leve vacuolizagdo celular no
epitélio e dilatacdo dos vasos linfaticos na lamina-propria submucosa; D vacuolizagéo
celular moderada no epitélio. Coloracdo: Hematoxilina-eosina. Barra de escala: 200um.

Alteracdes Hepaticas

A presenca de lesbes histoldgicas no parénquima hepatico ocorreu a medida que
aumentou a suplementacdo com o Oleo residual de fritura (Tabela 5). Os animais
suplementados com 6 e 9% do Oleo apresentaram um aumento das lesdes hepaticas
microscopicamente (p=0,015; Qui-quadrado), bem como do grau das lesdes (6%:
p=0,016; 9%: p=0,008), quando comparados ao grupo controle. Ja o0s animais
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suplementados com 3% do 6leo apresentaram um padrdo hepatico compativel com os

animais do grupo controle, ou seja, sem alteragdes histoldgicas.

As alteracdes observadas foram degeneracdo e necrose dos hepatdcitos e
inflamacdo do parénquima hepético. Na degeneracdo, os hepatdcitos apresentavam-se
edemaciados, com citoplasma claro, vacuolizados e nucleo deslocado para periferia. Na
necrose, 0s hepatocitos apresentavam ndcleo picnotico e citoplasma eosinofilico. Ja a
inflamacéo foi caracterizada pela presenca de areas multifocais de infiltrado de células
inflamatdrias mononucleares perivasculares, composto principalmente por linfocitos e

plasmacitos, localizando-se geralmente na regido periportal (Figura 2).

A degeneracdo hepatocelular é uma lesdo reversivel decorrente de alteracdes
bioquimicas que resultam no acumulo de substancias no interior das celulas, que pode
ser liquido, gordura, glicogénio ou proteina. O aporte energético excessivo de 6leo na
dieta, pode exceder a capacidade de degradacdo metabdlica do figado, provocando um

acumulo excessivo de lipidios no mesmo (ZACHARY et al., 2018).

Estudos em ratos mostraram que a deposic¢do lipidica no figado esta relacionada
ao estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica aumenta proporcionalmente a gravidade
da esteatose hepatica (DIEHL, 2005). Burlamaqui et al. (2011) observaram que a
esteatose hepéatica ocorre em maior proporcdo nos animais recebendo alimentos

hipercaldricos e hiperlipidicos do que em animais recebendo uma dieta padrao.

A esteatose hepética pode evoluir para esteato-hepatite, que leva a fibrose e
cirrose. Essa progressdo pode ser decorrente de danos causados pela peroxidagéo
lipidica e pela produgdo de espécies reativas ao oxigénio. Para que haja uma excessiva
peroxidacdo lipidica é necessario substrato em abundéncia, que € o lipidio armazenado
como triglicerideos nos hepatécitos (BRADBURY, 2006).

Citocinas pro-inflamatdrias e fatores de transcricdo sao altamente expressos no
tecido adiposo e no figado. Além da influéncia de anormalidades no metabolismo
lipidico, a inflamagdo também contribui para a resisténcia a insulina. O acumulo de
lipidios contribui para a ativacdo das vias de sinalizacdo da proteina quinase JNK (c-Jun
N-terminal kinase) e fator nuclear-kappa B (NF-kB), que consequentemente aumentam
a producdo de citocinas pro-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) e interleucina-6 (IL-6) (SHARMA et al., 2013).
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Figura 2. Figado de ovino recebendo diferentes niveis (A — 0%; B — 3%, C - 6% e D -
9%) de Oleo residual de fritura na alimentacdo. Em A, parénquima normal; Em B,
presenca de infiltrado inflamatorio perivascular; Em C, degeneracdo moderada; Em D,
degeneracdo acentuada e presencga de necrose. Colora¢do: Hematoxilina-eosina. Barra
de escala: 200um.

A deposigéo de glicogénio apresentou um padrdo heterogéneo no parénquima e
variou entre 0s grupos (p=0,014). Os animais suplementados com 9% do 6leo obtiveram
valores inferiores ao grupo controle (p=0,022) e ao grupo suplementado com 3%
(p=0,036). N&o houve diferenca entre 0o grupo com 6% de adigdo, com 0s demais
(Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Figado de ovinos suplementados com diferentes niveis (A — 0%; B — 3%, C —
6% e D - 9%) de oleo residual de fritura. Colorag&o: acido periodico de Schiff (PAS).
Barra de escala: 200um.

A reducdo heterogénea no contetdo de glicogénio entre 0 mesmo tipo de células
pode indicar uma diferenca na liberacdo geral de glicose. Os hepatdcitos proximos aos
vasos aferentes sdo principalmente gliconeogénicos, enquanto os que circundam as
vénulas eferentes s&o principalmente glicoliticos e lipoliticos (JARRAR e TAIB, 2012).

Existem muitos aspectos heterogéneos na funcdo e metabolismo entre diferentes
zonas hepéticas. O metabolismo de acidos graxos e a gliconeogénese séo realizados
principalmente em hepatocitos periportais. Essa heterogeneidade é refletida na
ultraestrutura dos hepatdcitos, algumas organelas como mitocondrias e reticulo
endoplasmatico rugoso sdo abundantes na zona periportal em contraste a zona
centrolobular que mostra uma maior quantidade de reticulo endoplasmatico liso e

peroxissomos (GEBHARDT e MATZ-SOJA, 2014; ELSAYED et al., 2019).
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Figura 4. Representacdo da andlise quantitativa da deposi¢do de glicogénio no figado
de ovinos suplementados com diferentes niveis (0, 3, 6 ou 9%) de O6leo residual de
fritura, através da coloracdo de &cido periddico de Schiff (PAS). Os valores sao
expressos em média + erro padrdo por grupo. As barras superiores indicam diferenca
estatistica significativa pelo teste de Tukey.

O excesso de lipidios € armazenado como triacilglicerol no figado e esta
associado a diminuicdo do conteudo de glicogénio no figado. Em vacas leiteiras, uma
rapida diminuicdo do glicogénio e um aumento do teor de lipidios no figado sdo pré-
requisitos para a suscetibilidade a cetose (DJOKOVIC et al., 2009).

CONCLUSAO

A suplementacdo alimentar com oleo residual de fritura reduz o consumo em
ovinos em terminacdo. Nos animais alimentados com 9% do Oleo, essa reducgdo do
consumo foi acompanhada de um menor ganho de peso nestes animais, uma piora do
padrdo fermentativo, com maiores tempos de reducdo de azul de metileno,

sedimentag&o e flotagdo, bem como um menor tamanho das papilas ruminais.
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A inclusdo de 6 e 9% do ORF resulta ainda em uma maior incidéncia de lesdes

hepéticas, 0 que consequentemente pode prejudicar o desempenho dos animais.
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5. CAPITULO 2

Perfil de &cidos graxos da carne de ovinos alimentados com 6leo residual de fritura
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RESUMO: O uso de alimentos alternativos na alimentacdo de ruminantes pode
apresentar caracteristicas benéficas, tanto do ponto de vista econémico, quanto
ambiental. A suplementacdo de ovinos com Oleo residual de fritura (ORF), como
estratégia de aumentar o aporte energético dietético pode modular as caracteristicas da
carne desses animais. Com isso, objetivou-se avaliar o perfil de acidos graxos da carne
de ovinos em terminagdo alimentados com diferentes niveis de ORF. Para isso, 24
ovinos, machos, sem padrdo racial definidos, foram distribuidos em um delineamento
de blocos casualizados com quatro tratamentos (seis carneiros por tratamento). Os

animais foram mantidos a pasto do nascimento até 120 dias e logo ap6s confinados por
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60 dias, onde foram submetidos a uma das dietas experimentais, que consistiram em
diferentes niveis de inclusdo do ORF a dieta (0, 3, 6 e 9%) com base na matéria seca. A
carne dos animais alimentados com 6 e 9% de inclusdo do Oleo apresentou valores
menores do acido oleico (C18:1), quando comparados com o grupo controle. Os
animais do grupo controle, apresentaram um menor valor do acido a-linolénico (C18:3),
quando comparados com os demais grupos. Nao foram observadas diferencas nos
indices trombogénico e aterogénico. A suplementacdo com 3% do ORF pode ser a
melhor estratégia, devido ao aumento simultaneo de acido a-linolénico e oleico, na

carne de cordeiros em terminacéo.

PALAVRAS-CHAVE: ruminante, alimentos alternativos, subprodutos, indice

trombogénico, indice aterogénico, lipidios.

ABSTRACT: The use of alternative foods in the feeding of ruminants can have
beneficial characteristics, both from an economic and environmental point of view.
Supplementation of sheep with residual frying oil (RFO), as a strategy to increase the
dietary energy supply, can modulate the meat characteristics of these animals. With that,
the objective was to evaluate the fatty acid profile of meat of finishing sheep fed with
different levels of RFO. For this, 24 male sheep, with no defined racial pattern, were
distributed in a randomized block design with four treatments (six rams per treatment).
The rams were kept on pasture from birth up to 120 days and then confined for 60 days,
where they were submitted to one of the experimental diets, which consisted of different
levels of inclusion of RFO in the diet (0, 3, 6 and 9%) with based on dry matter. The
meat of animals fed with 6 and 9% oil inclusion showed lower values of oleic acid
(C18:1), when compared with the control group. The animals in the control group

showed a lower value of a-linolenic acid (C18:3), when compared with the other
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groups. There were no differences in thrombogenic and atherogenic indices.
Supplementation with 3% RFO may be the best strategy, due to the simultaneous

increase of a-linolenic and oleic acid, in the meat of finishing lambs.

KEYWORDS: ruminant, alternative foods, by-products, thrombogenic index,

atherogenic index, lipids.

INTRODUCAO

Os custos de alimentacdo limitam a atividade de confinamento em muitos paises
em todo o mundo. O uso de ingredientes alimentares alternativos visa minimizar os
custos de producdo sem alterar os produtos de origem animal. Os residuos da industria
alimenticia podem ser fontes de energia alternativas econdmicas em dietas para
ruminantes, especialmente quando os precos dos ingredientes convencionais sao altos.
Além das restricbes econdmicas, a competicdo entre humanos e animais por graos limita
o nivel de incluséo de grdos e afeta negativamente a criacdo de ovinos (AWAWDEH et

al., 2009; VAN CLEEF et al., 2016).

Estratégias que possam reaproveitar o 6leo residual de fritura (ORF) (também
chamado de graxa amarela), como sua inclusdo na alimentacdo de ruminantes
apresentam resultados promissores, conforme relatado em bovinos de corte
(PLASCENCIA et al., 1999) e ovinos (VAN CLEEF et al., 2016). O ORF como fonte
alternativa de energia € ambientalmente e economicamente benéfico, ja que eliminacdo
desse subproduto em paises em desenvolvimento tem sido problematico, uma vez que a
maior parte do 6leo usado é descartada sem rumo no meio ambiente e esgoto

(AWAWDEH et al., 2009).
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A gordura dietética tem potencial para reduzir o incremento de calor
aumentando a eficiéncia da utilizacdo de energia metabolizavel para o crescimento
(RENAUDEAU et al., 2012) e pode modular o perfil de &cidos graxos (AG) da carne

(FRANCISCO et al., 2015, FACCIOLONGO et al., 2018).

Do ponto de vista da saude e bem-estar humano, alguns AG saturados (AGS) e
AG monoinsaturados (AGMI) afetam negativamente o perfil lipidico do sangue e estéo
associados ao aumento do risco de doenga cardiovascular. Por outro lado, os AG poli-
insaturados (AGPI), os de cadeia ramificada e alguns intermediarios de Dbio-
hidrogenacdo dos AGPI podem ter muitos efeitos benéficos em potencial contra cancer

e disturbios inflamatdrios em humanos (CHIKWANHA et al., 2018).

A manipulacdo da dieta foi considerada a estratégia mais eficaz para melhorar o
perfil de AG da carne de ovinos. Com isso, € importante conhecer estratégias com
potencial para enriquecer a carne com AG que possam trazer beneficios a saude
humana. Dessa forma, objetivou-se avaliar o perfil de acidos graxos da carne de ovinos

alimentados com diferentes niveis de 6éleo residual de fritura.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(Protocolo N° 23091.009383/2016-31).

Foram utilizados 24 ovinos machos, sem padrdes raciais definidos, nao
castrados, alojados em baias individuais de 3m?, providas de comedouro, saleiro e

bebedouro. Os animais foram distribuidos em delineamento em blocos casualizados,
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definidos por peso dos animais, com quatro tratamentos e seis repeticdes. Os animais
foram submetidos a um periodo de adaptacdo de 14 dias, os quais receberam anti-

helminticos.

Os animais foram mantidos a pasto durante um periodo de até 120 dias e logo
apos confinados por um periodo de 60 dias, onde foram submetidos a uma das dietas
experimentais, que consistiram em diferentes niveis de inclusdo do 6leo de soja residual
de fritura a dieta (0, 3, 6 e 9%) com base na matéria seca (Tabela 1). Na formulacdo das
dietas foram considerados os nutrientes dos alimentos que foram fornecidos,
previamente determinados em laboratorio, conforme preconizacbes do NRC (2007),
para ganho medio didrio de 200g. O fornecimento da alimentacdo foi realizado,
diariamente (as 8 e as 16 horas), como racdo total, ad libitum, em quantidade suficiente

para obter no minimo uma sobra de 10% do oferecido.

Foram coletadas amostras diarias dos alimentos fornecidos e das sobras,
realizadas amostras compostas e armazenadas em um freezer, e posteriormente foram
secadas em estufa ventilada a 55°C, por 72 horas e moidos em moinho tipo Wiley, com
peneira com malha de 1 mm e analisados quanto ao conteido em matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em
detergente acido (FDA), lignina e extrato etéreo (EE), segundo Silva e Queiroz (2002).
Os teores de carboidratos totais (CT) foram calculados segundo as equagdes de Sniffen
et al. (1992), em que: CT = 100- (%PB+%EE+%MM), enquanto os teores de
carboidratos nédo fibrosos (CNF) foram calculados pela formula CNF=CT-FDN. Os
valores de NDT foram estimados segundo a tabela brasileira de composic¢do quimica de
alimentos — CQBAL 3.0 (VALADARES FILHO et al., 2010). O consumo voluntario de
MS, PB, EE, FDN e FDA foi calculado pela diferenca entre a quantidade ofertada e a

sobra.
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Tabela 1. Composicao das dietas experimentais, com diferentes niveis de inclusdo de

6leo residual de fritura (0, 3, 6 e 9%), fornecidas a ovinos em terminacao.

_ Nivel do éleo residual de fritura (%)
Ingredientes (%0)

0 3 6 9
Feno de tifton 40,00 38,80 37,50 36,30
Milho 36,20 35,10 34,00 32,90
Farelo de soja 22,00 21,30 20,70 20,00
Oleo de soja residual de fritura 0,00 3,00 6,00 9,00
Mistura mineral 1,80 1,80 1,80 1,80
Nutrientes
Matéria seca (%) 91,88 90,41 90,71 90,75
Matéria organica (%MS) 92,70 93,12 93,28 93,24
Matéria mineral (%MS) 7,30 6,88 6,72 6,76
Proteina bruta (%MS) 21,53 21,24 21,06 19,43
Extrato etéreo (%MS) 2,26 3,57 5,82 7,99
Fibra em detergente neutro (%MS) 36,00 34,63 34,95 35,92
Fibra em detergente acido (%MS) 13,92 14,04 13,71 13,93
Hemicelulose (%MS) 22,08 20,59 21,24 21,99
Lignina (%MS) 2,74 2,86 2,53 2,75
Celulose (%MS) 12,22 12,63 12,75 12,58
Carboidratos totais (%MS) 68,91 68,31 73,26 65,81
Carboidratos néo fibrosos (%MS) 32,91 33,68 38,30 29,89
Nutrientes digestiveis totais (%MS) 79,24 76,86 74,49 72,11

!Niveis de garantia (nutrientes/kg): Calcio (méax.) 300g; Calcio (min.) 200g; Fésforo
(min.) 50g; Magnésio (min.) 16,5g; Sodio (min.) 40g; Enxofre (min.) 18g; Selénio
(min.) 11mg; Cobre (min.) 122mg; Cobalto (min.) 60mg; Ferro (min.) 3960mg; lodo
(min.) 85mg; Manganés (min.) 2000mg; Zinco (min.) 2100mg; Vitamina A (min.)
112000U1; Vitamina D3 (min.) 22000Ul; Vitamina E (min.) 830 Ul; Fldor (max.)
1000mg.
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Ap0s o periodo experimental, os ovinos foram submetidos a um jejum sélido de
12 horas e entdo abatidos. O abate ocorreu em abatedouro sob inspecdo municipal,
através da insensibilizacdo pelo método de concussdo percussiva ndo penetrativa,
seguido de sangria, com corte da carotida e jugular, em atendimento a legislacéo vigente
(BRASIL, 2000).

Amostras do musculo Longissimus dorsi foram coletadas entre a 12% e a 132
costelas, apds 24 horas de resfriamento da carcaca e armazenadas em freezer com
temperatura de —80 °C, para determinacdo do perfil de acidos graxos através da técnica
de Cromatografia Gasosa com detector de ionizacdo de chama, de acordo com a

metodologia de Hartman e Lago (1973).

Uma amostra de 0,59 da carne foi saponificada com 5mL de solucdo de
hidréxido de sodio 0,5 N em metanol, seguida de metilacdo com uma solucéo de cloreto
de amdnia, metanol e acido sulfdrico. Apds esse procedimento, foram adicionados 5mL
de hexano e 10ml de &4gua saturada com cloreto de sodio, para separacdo dos ésteres de
acidos graxos. 1 pL dessa solucdo foi injetado em cromatdgrafo a gas com detector de
ionizacdo de chama (Shimadzu, CG-2010) equipado com coluna capilar de
polietilenoglicol de 60m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e espessura do
filme 0,25um (Inowax) e gés hidrogénio como gas de arraste, numa vazao de 2mL/min.
As condi¢des cromatograficas foram: temperatura inicial da coluna de 140 °C por 5
minutos e elevacdo de 5 °C/minuto até 230 °C; apds, 230 °C, manutencdo por 30
minutos. As temperaturas do injetor e do detector foram elevadas até 250°C e 260°C,

respectivamente, onde foram mantidas.

Os acidos graxos foram identificados por comparacdo com o0s tempos de

retencdo apresentados pelos padrdes cromatograficos de comparagdo de ester metilico

62



adquiridos da Nu-Check Prep (Elysian, MN). As concentracfes dos ésteres de acidos
graxos foram determinadas pelas areas de pico apresentadas no cromatograma para cada
acido em relacdo a area total dos &cidos graxos e, os dados foram expressos como

porcentagem da area de cada acido graxo.

Os indices aterogénicos (IA) e trombogénicos (IT), considerados como
indicadores de salde relacionado ao risco de doenca cardiovascular, foram

determinados de acordo com Ulbricht e Southgate (1991), utilizando as seguintes

equacoes:
A - [(4xC14:0) + C16:0 + €18: 0]
" [XAGMI + S APPI —n6 + Y AGPI —n3]
C14:0+4+ C16: 0+ C18:0
IT

= (0,5x AGMI + 0,5 x AGPI — 116 + 3 x AGPI — n3) + (AGPI — n3)/(AGPI — n6)

Onde: IA = indice aterogénico; IT = indice trombogénico; AGMI = Acidos

Graxos Monoinsaturados; AGPI = Acidos Graxos Poliinsaturados

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa SAS (SAS
INSTITUTE, 2002), considerando-se os niveis de inclusdo do dleo (0, 3, 6 e 9%). As

médias foram comparadas pelo teste de Tukey com 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ingestdo de matéria seca diaria diferiu entre os tratamentos, quando avaliados
em gramas por dia, sendo o valor superior para o tratamento sem a inclusdo do 6leo

residual de fritura. A ingestdo de extrato etéreo (EE) diferiu significativamente entre
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todos os tratamentos. Em relacdo ao consumo de gramas por dia deste nutriente, pode-se
observar um crescimento com o aumento nos niveis de inclusdo do ORF. O ganho de
peso foi influenciado pelos niveis de adicdo do ORF, onde foi observado um menor

ganho nos animais suplementados com 9% do ORF (Tabela 2).

Peixoto et al. (2017), também avaliando os efeitos do ORF na dieta de ovinos
sobre consumo e digestibilidade de alimentos, observaram um efeito linear decrescente
sobre o consumo de matéria seca, e um aumento linear na ingestdo de EE. Neste
trabalho ndo foram observadas alteracfes na digestibilidade da maioria dos nutrientes
(com excecdo do EE), bem como no balango de nitrogénio e na concentragdo de
nitrogénio amoniacal no rdmen. No entanto, o desempenho dos animais ndo foi

avaliado.

Tabela 2 — Ingestdo de matéria seca e ganho de peso de ovinos alimentados com

diferentes niveis de 6leo residual de fritura.

Nivel do 6leo residual de fritura (%)

Variaveis EPM! p2
0 3 6 9
IMS (g) 1150,312 1071,30° 1081,95® 1051,75° 18,67 0,011
IEE (g) 26,95  42,50° 71,35 9565 1,72 <0,001
Peso Inicial 15,29 15,18 15,59 15,90 0,52 0,763
Peso Final 26,68 26,97 28,22 256° 0,66 0,046
Ganho de Peso 11,392 11,782 12,632 9,36° 0,46 0,001

Meédias seguidas por letras diferentes na linha, indicam diferenca entre si pelo teste
Tukey (P<0,05). IMS = ingestdo de matéria seca; IEE = ingestdo de extrato etéreo. ‘Erro
padrdo da média; ?Valor de probabilidade.

O perfil de acidos graxos da carne dos ovinos suplementados com diferentes
niveis de ORF estdo sumarizados na Tabela 3. O emprego das dietas experimentais
proporcionou diferencas significativas isoladamente apenas entre os teores dos acidos

oleico e linolénico.
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Tabela 3. Perfil de &cidos graxos (AG) da carne de ovinos alimentados com diferentes

niveis (0, 3, 6 e 9%) de Gleo residual de fritura, durante o periodo de terminacao.

AG 0% 3% 6% 9% Média P valor DPM

C12:0 4,84 6,67 5,38 5,81 5,67 0,952 2,56
C14:0 1,92 2,01 2,51 2,15 2,15 0,071 0,43
Cl4:1 1,97 1,95 1,63 1,44 1,74 0,435 0,65
C16:0 23,64 23,13 23,10 23,14 23,25 0,976 2,28
Ci16:1 1,82 2,47 1,92 2,14 2,09 0,977 1,14
C17:0 1,45 1,36 1,15 1,59 1,38 0,725 0,63
C18:0 17,67 15,86 15,66 15,11 16,12 0,817 4,54
C18:1  3955%  3454® 3332 3246° 34,98 0,010 4,31
C18:2 1,71 1,79 1,95 2,39 1,96 0,372 0,91
c18:3 5.44°>  10.80°  10.23*  10.17° 9.16 0,004 3,21

*Letras mindsculas na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade

Em todos os grupos avaliados, o acido oleico apresentou os maiores valores.
Resultados semelhantes foram detectados por Costa et al. (2015), na carne de ovino de
diferentes genotipos e alimentados com diferentes dietas. O acido oleico tem funcgéo
hipocolesterolémica, ja que atua elevando o HDL plasmaético (LOPES et al., 2012). Os
animais alimentados com 6 e 9% de inclusdo do 6leo apresentaram valores menores do
acido oleico (C18:1), quando comparados com os do grupo controle e dos animais

suplementados com 3% do ORF.

Os animais do grupo controle, apresentaram um menor valor do acido a-
linolénico (C18:3), quando comparados com os demais grupos (Tabela 3). O acido a-
linolénico, ndo influencia nos niveis de LDL plasmaticos em humanos como

mencionado por Menezes et al. (2009), segundo eles, esse acido graxo é precursor de
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horménios eicosanoides e faz parte dos fosfolipidios de membrana, apresentando efeito

benéfico.

Os 4cidos graxos (AG) da dieta consumidos pelos ovinos, como outros
ruminantes, podem sofrer bio-hidrogenacdo, resultando em altas proporcdes de AG
saturados (AGS) na carne. A bio-hidrogenacao é tipicamente menos extensa em ovinos
do que em bovinos e, consequentemente, a carne de ovinos pode conter proporgoes
maiores de &cidos graxos poliinsaturados (AGPI) e intermediarios de bio-hidrogenagéo
dos AGPI, incluindo &cido linoleico conjugado (CLA), AG monoinsaturados e, um
conteldo caracteristicamente mais alto de AG de cadeia ramificada (CHIKWANHA et

al., 2018).

N&o foram observadas diferencas na relacdo entre os acidos graxos insaturados
(AGI) e saturados, bem como nos indices trombogénico e aterogénico na carne dos

animais, independentemente do nivel de suplementacdao de ORF (Tabela 4).

A suplementacdo com Gleo de soja até 4,5% da dieta aumentou as concentracdes
de AGMI, AGPI, C18: 1 trans-11 (precursor da sintese enddgena de acido ruménico),
C18: 2 trans-10, cis-12 (fator antiobesidade), 6mega-3, a razdo insaturado: saturado e

reduziu o indice de aterogenicidade no leite de cabras (SILVA et al., 2020).
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Tabela 4. Relagéo entre os acidos graxos insaturados (AGI) e saturados (AGS), indice
aterogénico (IA) e indice trombogénico (IT) da carne de ovinos alimentados com

diferentes niveis (0, 3, 6 e 9%) de Oleo residual de fritura, durante o periodo de

terminacéo.
Nivel de Inclusao ]
Parametros Média Pvalor CV (%)
0% 3% 6% 9%
AGI/AGS 0,99 0,95 0,98 0,91 0,96 0,869 12,29
1A 0,36 0,36 0,40 0,39 0,38 0,337 12,67
IT 0,95 0,75 0,75 0,72 0,79 0,137 23,58

Szumacher-Strabel et al. (2004) avaliando o efeito da suplementagdo com 4%
diferentes Oleos (canola, soja, linhaca e peixe) como fonte de acidos graxos
poliinsaturados em dietas de cordeiros, observaram que o 0Oleo de linhaca reduziu a
proporc¢do de &cidos graxos poliinsaturados n-6 para n-3, enquanto o éleo de soja e o de
peixe aumentou essa proporcdo na gordura intramuscular. Todos o0s d&leos

suplementados aumentaram o CLA intramuscular.

Manso et al. (2009) avaliando a composicao intramuscular de &cidos graxos de
cordeiros com adicédo de 4% de 6leo de semente de girassol ou 6leo de palma na dieta,
observaram que a incluséo do 6leo de girassol diminuiu C16: 0 e aumentou a propor¢édo
C18:1 trans (P <0,01) e C18:1 cis-11. Entretanto, a proporc¢éo de &cido linolénico (C18:
3) diminuiu com a suplementacdo desse 6leo no concentrado, o que levou a uma maior
proporcdo de C18:2/C18:3. O dleo de palma ndo causou alteragfes significativas em
comparagao ao grupo controle. Os AG saturados, monoinsaturado, poli-insaturados e o

indice aterogénico ndo foram afetados por nenhum dos dois 0leos.
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CONCLUSAO

A suplementacdo com ORF ndo altera a relacdo de AG insaturados:saturados, 0s
indices trombogénicos e aterogénicos. No entanto, a suplementacdo com 3% do ORF
pode ser a melhor estratégia, devido ao aumento simultdneo de acido a-linolénico e
oleico, na carne de cordeiros em terminacdo, constituindo uma alternativa para o

aproveitamento desse residuo da inddstria alimentar.
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