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RESUMO 
 

 

 

 

Foram conduzidos três experimentos para avaliar o efeito da suplementação de 

antioxidantes naturais em vacas leiteiras em diferentes estágios de lactação recebendo 

dietas ricas em ácidos graxos poli-insaturados. No primeiro experimento foram avaliadas 

vacas em início de lactação. Este período é associado principalmente ao balanço 

energético negativo pelo aumento repentino das exigências nutricionais junto com uma 

baixa ingestão de matéria seca. Além disso, doenças são correlacionadas, pois há aumento 

na concentração de ácido beta-hidroxibutirato e ácidos graxos não esterificados no plasma 

sanguíneo. O total de 20 vacas multíparas da raça Holandês com cânulas ruminais foi 

dividido em duas dietas: (1) dieta COFO (controle) com perfusão 250 g de óleo de 

linhaça/d no abomaso; e (2) dieta FMFO (com 136 g farelo de linhaça na matéria seca) 

com perfusão de 250 g de óleo de linhaça no abomaso. Em um fatorial simples (2 níveis: 

COFO e FMFO) e análises de variância com medidas repetidas foram conduzidas para 

todos os dados. As vacas foram submetidas aos procedimentos experimentais do sétimo 

dia  ao 28
o
 após o parto, e durante os dias 28 aos 49 de lactação, as vacas receberam uma 

dieta basal. A ingestão de MS expressa em kg/d e em porcentagem no peso vivo 

aumentou para vacas alimentadas com FMFO quando comparadas com COFO. 

Consequentemente, o balanço energético negativo foi melhor nos animais tratados com 

FMFO. No segundo experimento, foram avaliadas vacas em meio lactação recebendo 

erva-mate (EMa) a qual possui antioxidantes naturais. O trabalho foi realizado com o 

objetivo de avaliar os efeitos de níveis crescentes de EMa na alimentação de vacas 

leiteiras e o efeito da EMa na digestibilidade e qualidade do leite. Os animais foram 

distribuídos em um duplo quadrado latino 4 × 4, cada período experimental foi de 21 dias, 

sendo 14 dias para adaptação e sete dias para coleta de dados e amostras. Os tratamentos 

experimentais foram: 1) ração-controle sem suplementação de EMa (CONT); 2) ração-
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controle + suplementação com 250 g de EMa/dia (250EM); 3) ração-controle + 

suplementação de 500 g de EMa/dia (500EM); 4) ração-controle + suplementação de  

750 g de EMa/dia (750EM). O poder de redução da erva mate no leite mostrou efeito 

linear positivo (P=0,04) em relação ao controle e efeito linear decrescente foi observado 

com a lactose (P=0.0001) e no N-ureico (P=0,04) para os níveis de inclusão de EMa. A 

digestibilidade de extrato etéreo também apresentou efeito linear positivo (P=0,05). Os 

resultados sugerem que a inclusão de EMa foi capaz de aumentar o poder de redução do 

leite das vacas demonstrando ser um aditivo viável para o aumento do poder antioxidante. 

Apesar da redução linear de lactose no leite e consequentemente sólidos totais, a EMa não 

alterou a produção de leite. Em função da oxidação dos ácidos graxos do leite, a inclusão 

de antioxidantes na alimentação animal é uma alternativa para reduzir oxidação dos AGPI 

presentes no leite, evitar a formação de compostos tóxicos e, ainda, melhorar a saúde dos 

animais que os consomem. No terceiro experimento, estudou-se a inclusão de vitamina E 

e erva mate na dieta de vacas leiteiras recebendo grãos de soja com objetivo de mensurar 

a transferência do antioxidante para o leite. Foram utilizadas quatro vacas multíparas da 

raça Holandês (549 ± 57 kg de peso corporal e 62 ± 15 dias em lactação) distribuídas em 

quadrado latino (4×4) com quatro dietas e quatro períodos experimentais. As dietas 

experimentais foram: 1) Dieta-controle sem suplementação de EMa e de vit. E; 2) Dieta-

controle + suplementação de 350 UI de vit E/kg de MS/dia; 3) Dieta controle + 

suplementação de 3% de EMa/kg de MS/dia; 4) Dieta-controle + suplementação de 350 

UI de vit E/kg de MS/dia + suplementação de 3% de EMa/kg de MS/dia. Cápsulas 

contendo 10 g de óxido de titânio (via sonda esofágica) foram inseridas no rúmen, após a 

alimentação da manhã (9h00min) para determinação do fluxo fecal e da digestibilidade. O 

período experimental foi de 28 dias, sendo 21 dias de adaptação e sete dias de coleta. A 

ingestão de vit E diminuiu a ingestão de MS e outros nutrientes, enquanto a EMa teve 

efeito positivo sobre o consumo e a digestibilidade de MS. O consumo de EMa não 

aumentou a produção de leite, até mesmo diminuindo a concentração de proteína e sólidos 

totais no leite. Nenhuma alteração foi observada para a composição em ácidos graxos e 

nos antioxidantes TBARS, dienos conjugados e polifenóis. Entretanto, a suplementação 

de EMa aumentou o poder de redução do leite. Concluiu-se assim que a erva mate pode 

ser capaz de substituir a suplementação de vit E na transferência do poder antioxidante 

para o leite. 

Palavras-chave: AGPI, erva mate, lignanas, linhaça, polifenóis, lipoperoxidação 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 
 

 

 

 

Three experiments were conducted to evaluated the supplementation of natural 

antioxidant in dairy cows in different lactation stage fed rich diet of polyunsaturated 

fatty acids. In the first experiment evaluated dairy cows in early lactation. The period 

between delivery and lactation peak is commonly associated to negative energy balance 

(NEB) due to a rapid increase in of nutritional requirements coupled with a low dry 

matter intake. Futhermore, diseases are correlated with concentrated volume of beta-

hydroxybutyrate acid (BHBA) and non-esterified fatty acids (NEFA) in plasma. A total 

of 20 multiparous dairy cows fitted with rumen cannulas were stratified by groups in 

two treatments: (1) control diet with 250 g flax oil/d infused in the abomasum (n=10, 

COFO); and (2) diet with 136 g/kg flax meal (n=10, FMFO) in the dry matter (DM) 

with 250 g flax oil/d infused in the abomasum. All data were analyzed using the 

MIXED procedure of SAS, release 9.2. A one-way factorial (2 levels: COFO and 

FMFO) analysis of variance with repeated measure was conducted for all data. Cows 

were subjected to experimental treatments from day 7 to 28 of post-partum and fed a 

common total mixed diet from day 28 to 49 of lactation. Intake of DM, expressed in 

kg/d and as a percentage of BW was increased for cows fed FMFO when compared 

with cows fed COFO. Likewise, the NEB was less severe for cows fed FMFO. 

However, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) increased when cows fed 

flax meal.The second experiment evaluated cows in middle lactation receiving yerba 

mate (YM) that has good levels of natural antioxidants. The study was to evaluate the 

effects of increasing levels of YM in dairy cows and the effect of YM in digestibility 

and quality of milk. The animals were distributed in a double Latin square 4x4, each 

experimental period was 21 days, 14 days for adaptation and seven days to harvest data 

and samples. The treatments were: 1) control diet without supplementation YM 
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(CONT); 2) diet + supplementation with 250 g of YM / day (250EM); 3) diet + 

supplementation of 500 g of YM / day (500EM); 4) control diet + supplementation of 

750 g of YM / day (750EM). The reduction (P = 0.04) of yerba mate in milk showed a 

positive linear effect on the control and decreasing linear effect was observed with 

lactose (P = 0.0001) and urea (P = 0.04) for levels inclusion of YM. The ether extract 

digestibility (P = 0.05) also had a positive linear effect. Our results suggest that the 

inclusion of EMA was able to increase the power reduction of milk cows demonstrated 

to be a viable additive for increasing the antioxidant power. Despite the linear reduction 

of lactose in milk and consequently total solids, YM did not affect milk production. 

After we studied the inclusion of vitamin E (vit E) and yerba mate (YM) in the diet of 

dairy cows fed soybeans to compare the transfer of the antioxidant for milk. There were 

four multiparous Holstein cows (549 ± 57 kg body weight and 62 ± 15 days in milk) 

distributed in Latin square (4 × 4) with four treatments and four experimental periods. 

The treatments were: 1) Control diet without supplementation YM and vit E; 2) diet 

plus supplementation of 350 IU of vit E / kg DMI per day; 3) diet plus supplementation 

of 3% of YM / kg IMS per day; 4) diet plus supplementation of 350 IU of vit E / kg 

IMS daily supplementation + 3% of YM / kg IMS per day. Capsules containing 10 g of 

titanium oxide was inserted into the rumen (by gavage) after the morning feeding 

(9h00min) for determination of fecal flow and digestibility. The experimental period 

was 21 days and then seven days of collection. The intake of vit E reduces DM intake 

and other nutrients, while YM had a positive effect on the intake and digestibility of 

MS. The intake of YM did not increase milk production, even decreasing the 

concentration of protein and total solids in milk. No change was observed for the fatty 

acid composition and TBARS antioxidants, conjugated diene and polyphenols. 

However, supplementation of YM increased the power reduction of milk. We can 

conclude that yerba mate can replace the supplementation of vit E is even better than the 

vit E in the transfer of the antioxidant power to the milk. 

Key-words: flax oil, lignan, yerba mate, lipoperoxidation, polyphenols, PUFA  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I – INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

O consumo brasileiro de leite é de 170 L/habitante/ano, menor que o 

recomendado pela World Health Organization, que é de 210 L/habitante/ano (MAPA, 

2014). O consumo de leite poderia ser maior caso fosse oferecido um produto com 

melhor qualidade (da Silva et al., 2007). Outro entrave para o aumento do consumo é o 

baixo poder aquisitivo da população (Massuda et al., 2010).  

O alimento é considerado funcional quando afeta o organismo beneficamente, 

além do seu valor nutritivo, melhorando o bem-estar e reduzindo os riscos de doenças 

(Roberfroid, 2002). Deste modo, uma contribuição para melhoria na qualidade do leite é 

a incorporação de ácidos graxos poli-insaturados (AGPI). Vários autores mostraram a 

possibilidade de aumentar a concentração total de AGPI e melhorar a razão ômega 

6/ômega 3 (n-6/n-3) no leite (Grummer e Carroll, 1991; Bell et al., 2006; Benchaar et 

al., 2006; Paschoal et al., 2007; Lima et al., 2014, 2015).  

A incorporação de AGPI no leite foi verificada quando vacas são alimentadas com 

óleo de grãos como a canola (Neves et al., 2007), soja (Neves et al., 2009), linhaça 

(Côrtes et al., 2010; Kazama et al., 2010; Petit, 2015) e girassol (do Prado et al., 2015). 

Ao mesmo tempo, tratamentos químicos e físicos também foram testados para verificar 

qual é a estratégia mais adequada para esse alimento, especialmente, para prevenir bio-

hidrogenação ruminal dos AGPI.  

 

1.1 Oxidação e antioxidantes 

 

A oxidação é um processo físico-químico que pode ser resumida em redução de 

reagente espécie química para outra. A espécie química que perdeu um elétron é a que 

foi oxidada (Neuman, 2013). A transferência de elétron é de difícil observação em uma 
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redução de moléculas orgânicas, pois normalmente o agente redutor da reação é 

irrelevante e normalmente é sinalizado pela perda de H
+
 na cadeia carbônica (Neuman, 

2013).  

Os AGPI do leite são comumente oxidados pela presença de luz, metais e 

oxigênio que produzem um gosto descrito como de peixe e metálico (Fox, 1995; 

Rafałowski et al., 2014). A taxa de oxidação é definida pelo número, configuração 

(trans e cis) e posição de duplas ligações presentes no ácido graxo (Collomb e Spahni, 

2003). De acordo com Matumoto-Pintro et al. (2011), o leite enriquecido com AGPI é 

suscetível à oxidação, o que pode ser responsável pela rápida degradação do produto, 

formação de componentes tóxicos e diminuição do tempo de prateleira, comprometendo 

o produto. Baseado nesta afirmação, trabalhos que estudam meios de preservação de 

AGPI no leite são de interesse para alcançar um produto saudável e estável.  

Uma forma potencialmente segura e efetiva de proteger leite da oxidação seria a 

incorporação de antioxidantes. Porém, aditivos sintéticos usados para preservação do 

leite são mal vistos junto aos consumidores que procuram uma dieta saudável e natural. 

Anesini et al. (2006) atribuíram aos antioxidantes sintéticos efeitos tóxicos ou 

mutagênicos. Estes autores sugerem que o uso de antioxidante natural, como 

suplemento na dieta, seria a solução mais adequada.  

Existem diversas fontes de antioxidantes que podem ser apresentadas como fontes 

naturais. Essas fontes podem ser incorporadas diariamente à dieta de vacas leiteiras e, 

como consequência, esses antioxidantes seriam transferidos para o leite. Antioxidantes 

como os encontrados na erva mate e no farelo de linhaça podem ter papel de destaque 

na preservação dos AGPI (Gagnon et al., 2009; Bracesco et al., 2011). 

Estudos conduzidos por Petit et al. (2009) mostraram que a transferência de 

antioxidantes encontrados na dieta para o leite de vaca como, por exemplo, os 

antioxidantes da linhaça. Outro estudo, mais recente, utilizou o farelo de soja 

combinado com concentrado proteico de alfafa rico em carotenoides e outra dieta com 

vitamina E (Fauteux et al., 2016).  

Uma dieta suplementada com altos níveis de AGPI é uma estratégia para melhorar 

a qualidade nutricional do leite e dos produtos lácteos (Silva et al., 2007; Côrtes et al., 

2010). Essa técnica pode aumentar a peroxidação no plasma, com consequências 

prejudiciais à saúde animal (Gobert et al., 2009). Há um aumento no número de 

pesquisas que procuram diminuir ou eliminar a presença do estresse oxidativo nos 

animais (Hwang et al., 2012; Abarikwu et al., 2013; De Marchi et al., 2015; Lima et al., 
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2015) que contribuem para o aparecimento de problemas na saúde animal, 

principalmente durante o período de transição (-21 dias e +21 dias do parto). De acordo 

com (Miller et al., 1993), o estresse oxidativo é relacionado com doenças como mastite, 

retenção de placenta e endema de úbere.  

Antioxidantes presentes na dieta são comumente utilizados para aumentar a defesa 

do organismo, junto com uma dieta balanceada (Celi e Robinson, 2010). Estudos são 

desenvolvidos para melhorar a performance do animal, baseada em medidas preventiva, 

usando várias substâncias antioxidantes, seja pela dieta, seja por outra rota 

administrativa no animal. Côrtes et al. (2011b) suplementaram vacas leiteiras com casca 

de linhaça e ou óleo de linhaça e investigaram a atividade das enzimas superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPx) no plasma sanguíneo e 

nas glândulas mamárias dos animais. As SOD são metaloenzimas que utilizam um 

metal redox-activo para separar duas moléculas de superóxido em oxigênio e peróxido 

de hidrogênio, o último dos quais é removido por enzimas CAT e GPx. SODs 

evoluíram em três ocasiões diferentes, produzindo uma família de Mn e Fe SODs (que 

uso de um ou de outro metal como co-factor), uma família de Cu / Zn SOD que usa Cu 

para a catálise, e uma família rara de Ni SODs (Sheng et al., 2014). 

A suplementação com casca de linhaça aumentou a atividade plasmática da 

enzima CAT na glândula mamária (Côrtes et al., 2011b). Os autores também 

investigaram a abundância de RNA mensageiros relacionados à produção de enzimas 

oxidativas no plasma e na glândula mamária e verificaram que a casca de linhaça 

contribui para aumentar a produção de genes relacionados à produção de enzimas na 

glândula mamária, protegendo o tecido contra estresse oxidativo. Desta forma, 

concluíram que a inclusão de casca de linhaça pode proteger o animal contra o estresse 

oxidativo. Todavia, Côrtes et al. (2011b) observaram que a perfusão abomasal de óleo 

de linhaça resultou na diminuição da atividade da enzima GPx no plasma .  

Estudo conduzido por Gobert et al. (2009), com vacas alimentadas com dietas 

ricas em n-3 (linhaça) e suplementadas com antioxidantes (vitamina E e com extrato de 

plantas ricas em polifenóis), mostrou eficaz em diminuir a peroxidação dos lipídios, 

particularmente no plasma, em vacas após o pico de lactação. A vitamina E foi usada 

em uma dose de 375 UI/kg de matéria seca (MS) (7.500 UI/vaca/dia) e o extrato de 

planta (patenteado pelo INRA, França) feita à base de alecrim, uvas, toranka e calêndula 

na dose de 10 g/kg de MS. Foi relatada uma redução na produção de substâncias 

reagentes ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e aumento na concentração de vitamina E no 
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plasma, indicando um papel preventivo na utilização desses antioxidantes contra 

peroxidação lipídica.  

Vázquez-Añón et al. (2008) alimentaram vacas com óleo de soja fresco ou 

oxidado como fonte de lipídios na proporção de 2% na dieta e a adição de um 

antioxidante comercial (Agrado Plus
®
, Novus International, St. Louis, MO). Esse 

composto foi capaz de aumentar a atividade de SOD e GPX no plasma combinado com 

óleo de soja. 

Substâncias como trealose e celobiose foram testadas com o propósito de proteger 

vacas leiteiras contra estresse oxidativo (Aoki et al., 2010). Estes dissacarídeos foram 

fornecidos em doses de 1% na MS para aumentar a atividade antioxidante e a atividade 

da enzima SOD no líquido ruminal 2 h pós-prandial. Ambos os dissacarídeos 

diminuíram a peroxidação lipídica no plasma e no líquido ruminal estimado pela 

produção de malonaldeído (MDA). Nesse estudo, particularmente, a trealose foi 

considerada um suplemento capaz de reduzir o estresse oxidativo.  

Megahed et al. (2008) publicaram um estudo sobre o efeito de um antioxidante 

comercial feito com vitamina E e selenito de sódio sobre o perfil oxidativo e taxa de 

prenhez em búfalas. Pesquisadores avaliaram os níveis plasmáticos de progesterona, 

estradiol, cortisol e SOD dos animais durante o verão e o inverno como também a taxa 

de prenhez em cada período. Contudo, durante o verão os animais foram tratados com 

antioxidantes (02 vezes por semana, durante 06 semanas; 01 dose de 150  mg de 

vitamina E e 1,67 mg de selenito de sódio) e foi observado aumento na atividade da 

enzima SOD e aumento nos níveis de estradiol. A taxa de prenhez foi 12,5% unidades 

percentuais maior em animais que receberam antioxidante. Portanto, houve melhora no 

perfil oxidativo nos animais e aumentou a produtividade em búfalos.  

Fontes orgânicas de Zn, Cu e Se foram testadas por Cortinhas et al. (2010) como 

prevenção contra mastite subclínica, mastite clínica, em contagem de células somáticas 

(CSS) e atividade plasmáticas das enzimas SOD, GPx e ceruplasmina. O consumo de 

minerais foi controlado por um administrador esofágico pré-estabelecido. As atividades 

enzimáticas não foram modificadas com a fonte mineral usada, mesmo quando as fontes 

orgânicas conseguiram reduzir o número de mastite subclínica e contagem de células 

somáticas.  

Apesar da resposta animal não ser pontual, ou até mesmo dinâmico, esforços são 

feitos para uma investigação aprofundada nos efeitos dos antioxidantes na saúde e 

produção animal.  
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1.2 Linhaça 

 

O Canadá é o maior produtor mundial de linhaça com aproximadamente 40% da 

produção mundial (Fig. 1), seguido pela China (24%) e Índia (10%) (FAO, 2013). O 

Brasil não tem produção muito expressiva com uma média de 11 mil toneladas por ano 

de semente de linhaça nos últimos dez anos (FAO, 2013). 

 

 

Fig. 1. Produção mundial dos maiores produtores de linhaça (em mil toneladas).  
Fonte: dados da FAO (2013). 

 

A linhaça (Linum usitassimum) pertence à família Lineaceae, é uma planta anual 

com aproximadamente 80 cm de altura, suas folhas variam entre 20-40 mm de 

comprimento e 3 mm de espessura, produzem flores azuladas de 15-25 mm de diâmetro 

com diversas formas; são capazes de produzir sementes com 5-9 mm de diâmetro e 4-7 

mm de comprimento, a cor varia entre ouro e marrom (Muir e Westcott, 2003; Kajla et 

al., 2014). As sementes, fontes naturais de lipídios, são incluídas na dieta de vacas para 

melhorar o balanço energético na América do Norte. Entre as fontes de lipídeos, a 

utilização de AGPI n-3 e n-6 tem aumentado, devido aos seus numerosos atributos a 
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favor da saúde e o potencial de enriquecer o leite (Wood e Enser, 1997; Côrtes et al., 

2010); tem sido atribuídos benefícios à saúde das vacas leiteiras a suplementação de n-3 

e n-6 AGPI (Petit et al., 2007). A semente de linhaça, rica em ácido linolênico n-3 (cis-

18:3, LNA) diminui a proporção de ácidos graxos de cadeia curta e ácidos graxos de 

cadeia média e aumenta os AGPI na gordura do leite de vacas leiteiras (Petit, 2002; Tur 

et al., 2012).  

O aumento na quantidade de n-3 AGPI da dieta durante o período de transição 

aumenta a ingestão de MS pós-parto e produção de leite e melhora o balanço energético 

(Petit et al., 2004; Zachut et al., 2010). Os ácidos graxos poli-insaturados n-3 têm 

propriedades anti-inflamatórias, em muitas espécies, incluindo vacas leiteiras (Contreras 

et al., 2012). A utilização de semente de linhaça é uma maneira eficiente de aumentar a 

concentração de glicogênio no fígado, enquanto diminui os triglicerídeos após o parto, o 

que pode impedir o desenvolvimento de esteatose hepática na vaca leiteira em transição 

(Petit et al., 2007). A suplementação de vacas leiteiras com AGPI também pode afetar a 

remodelação e funções imunes da glândula mamária, com consequências benéficas para 

a sua integridade e saúde (Mach et al., 2011).  

Além disso, há cada vez mais evidências de que uma dieta com n-3 AGPI poderia 

afetar positivamente as funções mitocondriais por meio de seu papel como substratos 

oxidativos, ligantes para os receptores nucleares que regulam a síntese de proteínas 

mitocondriais, e componentes estruturais em fosfolipídios de membrana mitocondrial 

(Andreyev et al., 2005; Stanley et al., 2012). Considerando-se que as mitocôndrias são o 

sistema de geração de energia primária e a principal fonte de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) em células, estas propriedades dos AGPI não são negligenciáveis na 

elaboração de uma dieta específica para vacas de transição (Baltzer et al., 2010). Em 

conjunto, esses resultados sugerem fortemente que AGPI, especialmente de cadeia 

longa n-3 AGPI de linhaça, são candidatos de interesse para ser incluídos na dieta de 

vacas de transição, a fim de melhorar o balanço energético, reduzir o estresse e, 

finalmente, evitar o uso de antibióticos. No entanto, os AGPI de cadeia longa n-3 e 

alguns dos seus metabólitos podem estimular a produção de ROS mitocondrial, em 

particular, de superóxido e de peróxido de hidrogênio e promover o estresse oxidativo 

(Schönfeld e Wojtczak, 2007). O consumo de dietas ricas em ácidos graxos poli-

insaturados torna tecidos como glândula mamária e fígado mais suscetíveis a danos 

oxidativos e infecções (Jenkinson et al., 1999; Awada et al., 2012).  
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Em vez de resultar em efeitos benéficos, como a diminuição da necessidade de 

antibióticos, a utilização de AGPI na dieta poderia aumentar o estresse metabólico e 

desordens de saúde em vacas de transição que já são afetados pelo estresse oxidativo 

(Sordillo e Aitken, 2009). Portanto, a inclusão de antioxidantes naturais na dieta de vaca 

parece interessante para a exploração de todo o potencial dos AGPI, evitando a 

peroxidação de lipídios. Essa combinação parece ser promissora e foi testada em vacas 

leiteiras e ratos (Gobert et al., 2009; Deng et al., 2012).  

Além do seu alto nível de n-3 AGPI, a linhaça também contém elevada 

concentração de antioxidantes naturais conhecidos como lignanas (Petit et al., 2008; 

Schmidt et al., 2012). Cascas de linhaças (ricos em lignanas) aumentam a expressão de 

alguns genes antioxidantes na glândula mamária e outros tecidos em vacas leiteiras 

(Côrtes et al., 2012). Efeitos benéficos têm sido relatados (por exemplo, melhor 

fertilidade, redução no fígado gorduroso e marcadores de oxidação) na alimentação de 

vacas em lactação com linhaça, mas ainda não se sabe qual o componente da linhaça é 

responsável por esses efeitos (Petit et al., 2007, 2008).  

Em estudo sobre a substituição da suplementação de n-6 por n-3 pelo 

fornecimento de linhaça no lugar da soja, Đidara et al. (2015) utilizaram 20 vacas em 

período de transição até a sexta semana de lactação. Os autores encontraram que a 

suplementação de n-3 influenciou na atividade da enzima superóxido dismutase e 

também a glutationa peroxidase.  

Lignanas são grupos de fenilpropanoides diméricas, metabólitos secundários em 

plantas com propriedades antibacterianas, anti-inflamatória e antioxidante (Ayres e 

Loike, 1990; Saleem et al., 2005). A linhaça é uma excelente fonte de lignana 

especialmente secoisolariciresinol diglucosídeo (SDG) (Thompson et al., 1991). Sobre a 

ação dos microrganismos, SDG é metabolizada em lignanas mamárias, enterodiol (ED) 

e enterolactona (EL) (Saarinen et al., 2002). Em ruminantes, foi reportado que os 

microrganismos ruminais produzem principalmente EL da SDG (Gagnon et al., 2009). 

Lignanas mamárias são estudadas pela sua proteção anti-inflamatória (Hallund et al., 

2008) e efeitos antioxidantes (Schogor et al., 2013). Tem sido relatado que o SDG reduz 

o estresse oxidativo in vitro, tem grande poder sequestrador de radicais livres, poder 

redutor e habilidade de sequestrar hidroxil  pelo método DDPH (Moree e Rajesha, 

2013). 

O SDG tem mostrado efeitos anticancerígenos em metástase pulmonar, na 

glândula mamária e câncer de mama. Estudos mostraram que ratos alimentados com 
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uma dieta rica em SDG resultaram em diminuição do volume e número de tumores 

comparado ao grupo-controle (Li et al., 1999). Não se sabe como o SDG age contra as 

células cancerígenas, porém, há muitas teorias, como o SDG inibi o hormônio 

denominado fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-I) que é responsável 

pelo crescimento do câncer mamário (Rickard et al., 2000; Bergman Jungeström et al., 

2007). Outra hipótese seria a mediação do Zn feito pelo SDG que é observado em maior 

concentração do que nos tratamentos-controle (Zhang et al., 2007).  

Fukumitsu et al. (2008) estudaram o metabolismo de lipídios em ratos 

alimentados com ração contendo 1% de SDG. A administração de SDG diminuiu a 

gordura viceral, a acumulação de gordura no fígado, hiperlipidemia, 

hipercolesterolemia, hiperinsulinemia e hiperleptinemia. Os mesmos autores relataram 

que a dieta de SDG induziram a expressão gênica da adinopectina, leptina e da proteina 

transportadora de glicose 4.  

Com isso a hipote do doutorado é que a lignana é capaz de reduzir a concentração 

do NEFA e BHBA no plasma sanguíneo e diminuir o balanço energético negativo de 

vacas leiteiras alimentadas com farelo de linhaça. O polifenol melhora o status 

oxidativo e aumenta a atividade antioxidante do leite de vacas leiteiras alimentadas com 

canola e suplementação de erva mate. A erva mate pode substituir a vitamina E como 

antioxidante na dieta de vacas leiteiras alimentadas com grão de soja. 

 

1.3 Balanço energético negativo 

 

No início da lactação todas as vacas passam pelo balanço energético negativo 

(BEN), mas em apenas 80% delas o processo é mais evidente. É evidente que o BEN é 

mais importante nas vacas com maior produção de leite. O problema é que ele vem  

associada à ocorrência de imunossupressão e dos distúrbios metabólicas (Grummer, 

1993). Outros autores relatam problemas reprodutivos (Butler e Smith, 1989) e 

problemas sanitários, como mastite e afecções do casco (Pyörälä, 2008; Nóbrega e 

Langoni, 2011). O tempo que dura o BEN é variável e depende de alguns fatores como 

o nível de produção de leite e, principalmente, a capacidade das vacas de ingerir energia 

(Grummer et al., 2010). Sabe-se que o BEN é mais intenso nos primeiros 21 dias do 

parto (Butler, 2007), mas pode perdurar por 45 e 50 dias ou mais (Brixey, 2005; 

Grummer e Rastani, 2003). Os metabólitos que melhor representam o estado de BEN 
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nas vacas são ácidos graxos não esterificados (AGNE), e o beta-hidróxido butirato (ß-

OH-B). Eles aparecem em níveis mais altos no plasma, decorrentes da lipomobilização 

dos ácidos graxos (Grummer, 2008). Os AGNE podem ser acumulados no fígado, na 

forma de triglicerídeos e provocar problemas metabólicos, como o fígado gordo 

diminuindo a posterior produção leiteira (Grummer et al., 2010).   

O restabelecimento do balanço energético é possível de forma relativamente 

rápida, para a maioria das vacas se estas forem alimentadas com dietas nutricionalmente 

adequadas (Grummer et al., 2010), ou seja, dietas que sejam capazes de fornecer os 

nutrientes necessários ao animal mesmo diante de um quadro de limitação no consumo 

de alimentos.  

As vacas durante o final da lactação recebem dietas, que são geralmente 

compostas por forragens, concentrados e minerais. Para a secagem, a dieta das vacas 

passam a ser constituída, principalmente, de forragens e minerais e pouca ou nenhuma 

suplementação com concentrado é fornecida. Em consequência disto corre a 

degeneração das papilas ruminais e modificação na população de microrganismos 

ruminais, como os celulolíticos e hemicelulolíticos. Mesmo que após a secagem se 

forneça novamente ração concentrada às vacas secas, a quantidade nunca chega nos 

patamares do fornecido durante a lactação, pela necessidade de se manter uma 

proporção de volumoso em relação ao concentrado e também pelo fato de a gestação ser 

maior nos últimos três meses, o que limita o espaço do rúmen para ingestão de matéria 

seca. Para que os animais estejam aptos à utilização eficiente da dieta de lactação (ricas 

em cereais) recomenda-se que nos últimos 21 dias antes do parto seja oferecida mistura 

concentrada aos animais. Esta prática permite aumento na produção de ácidos graxos 

voláteis que, por sua vez, promovem o crescimento das papilas ruminais (Santos et al., 

2016). Todavia, a inclusão de misturas concentradas à dieta deve ser feita de forma 

gradativa, principalmente, no caso de cereais ricos em amido. Quando a inclusão é feita 

de forma brusca, as bactérias amilolíticas ruminais se desenvolvem rapidamente (dentro 

de 03 a 05 dias), e produzem grandes quantidades de ácido propiônico e também de 

ácido lático. Este último não é volátil e exerce grande efeito de redução sobre pH 

ruminal (Santos et al., 2016). No rúmen, existem bactérias que utilizam ácido lático 

transformando-o em composto de menor poder ácido. Todavia, o desenvolvimento deste 

tipo de bactéria é lento (03 a 04 semanas),  gerando um período de risco em situações 

em que não há tempo suficiente para o adequado desenvolvimento (Casamiglia, 2001). 

Por isso, a adaptação alimentar é muito importante nesta fase. 
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A fase mais complicada na vida da vaca leiteira é nos primeiros 21 dias de 

lactação. Quanto maior a produção de leite das vacas, mais delicado fica o manejo 

destes animais, pois a quantidade necessária de nutrientes para atender a demanda da 

glândula mamária é enorme. É por isso que se deve fazer a adaptação pré-parto da vaca 

e o fornecimento equilibrado dos nutrientes na dieta para amenizar os prejuízos (Santos 

et al., 2016). 

No BEN, quando avaliado pela condição corporal, a vaca não deve perder mais do 

que 1,25 pontos, entre o parto e 30 dias de lactação (Wildman et al., 1982). Esta perda 

de ECC no pós-parto ocorre no momento do retorno da ovulação e, por consequência, 

do cio e tem reflexo na taxa de sucesso na concepção (Bergamaschi et al., 2010). 

Manter uma pontuação mínima de 2,25 a 2,5 pontos, nesta fase, é desejável para a 

manutenção da atividade ovariana e de altos níveis de produção de leite (Santos et al., 

2010).  

No momento do parto, as vacas devem estar com condição corporal próxima de 

3,5 e, no máximo, 3,75 pontos (Wildman et al., 1982). Esta condição corporal pode ser 

considerada ideal para as vacas de alta produção, muita vezes alcançando pico de 

produção de leite de 28 a 40 L/dia, com quatro a seis semanas de lactação. Todavia, o 

pico de ingestão de alimento (matéria seca) somente é atingido por volta de oito a 12 

semanas depois do parto. Portanto, antes de atingir o pico de ingestão de alimentos, os 

elementos nutritivos ingeridos pela vaca, mesmo em dietas de alta qualidade, são 

insuficientes para atender suas necessidades, desta forma a vaca perde peso. A perda de 

peso vivo da vaca, no início da lactação, está intimamente ligada com a capacidade 

individual de produção, uma vez que o animal mobiliza suas reservas corporais para 

alcançar o seu potencial de produção, resultando em perdas de peso consideráveis 

(Tabela 1).   

 

Tabela 1 

Variação do peso vivo na vaca leiteira no início da lactação em função de sua produção 

máxima. 

Produção de leite no pico (kg/dia) Perda de peso vivo (kg) 

20 15 

25 12-20 

30 35 

35 50 

40 70 
Fonte: INRA (1978). 

 



11 

Atualmente existe substancial interesse em suplementação com lipídios no 

período de transição. A recomendação do uso de lipídios no início de lactação é feita, 

principalmente, para aumentar a densidade energética, diminuir o BEN reduzindo as 

desordens metabólicas ou aumentar o desempenho da lactação (Grummer et al., 2004). 

A suplementação das vacas leiteiras com lipídeos pode ser feita com o fornecimento de 

oleaginosas, tais como soja, girassol e caroço de algodão. Porém, o teor total de lipídios 

na dieta não deve ultrapassar o limite de 6 a 7% na dieta total (Jerred et al., 1990; 

Chilliard, 1993), porque maiores concentrações podem provocar redução na IMS e 

efeitos negativos sobre a fermentação ruminal (Schauff e Clark, 1992). Assim, no caso 

de utilização de oleaginosas deve-se fornecer aos animais de 2 a, no máximo,  

3 kg/vaca/dia de caroço de algodão ou soja em grão.  

O manejo alimentar no período seco e de transição representa um desafio que os 

produtores leiteiros devem encarar diariamente se desejam otimizar a produtividade e a 

saúde de suas matrizes. As exigências nutricionais se triplicam em algumas semanas, 

combinadas a uma depressão do IMS e da adaptação a um novo ambiente ruminal, 

induzindo as vacas a experimentar um precário equilíbrio nutricional, colocando sua 

saúde em sérios riscos. As vacas que passam por este estádio sem problemas exprimem 

plenamente seu potencial genético, enquanto que as demais vacas que têm o frágil 

equilíbrio rompido sofrem vários problemas nesta fase (Santos et al., 2016). 

 

1.4 Erva mate (Ilex paraguariensis)  

 

A erva mate (EM) é uma espécie nativa da flora sul americana, espalhando –se 

por extensivas áreas do Brasil, Argentina e Paraguai (Heinrichs e Malavolta, 2001). É 

um produto agropecuário do sul do Brasil, com um potencial econômico, social e 

ecológico. O Estado do Paraná é o segundo maior produtor de erva mate no Brasil com 

produção, em torno de 35% da produção total do país, seguido por Santa Catarina e 

Mato Grosso do Sul, sendo o Rio Grande do Sul o maior produtor (IBGE, 2012). Por 

volta de 96% da produção é destinada ao consumo humano. De acordo com Esmelindro 

et al. (2002), a erva mate pode ser aplicada em várias situações, além dos seus atributos 

conhecidos por sua composição química. 
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Fig. 2. Produção de erva mate no Brasil e nos três Estados maiores produtores (mil 

toneladas). 
Fonte: adaptado de dados do IBGE (2012) – PAM. 

 

A colheita da erva mate acontece nos meses de setembro a abril, do hemisfério 

sul. São colhidas as folhas e caules, embaladas e transportadas para a fábrica. Já nas 

instalações, as folhas e caules são passadas dentro de um cilíndrico metálico aquecido 

(500ºC), a passagem da folha pode durar de 10 segundos a 3 minutos, atingindo uma 

temperatura de 135ºC (Heck e de Mejia, 2007), esse processo é denominado de sapeco. 

O aquecimento serve para reduzir a atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase 

que estão ligadas ao escurecimento e murchamento das folhas verdes (Valduga et al., 

1997). Após o sapeco a erva passa pela secagem. Esse procedimento depende de 

diversas variáveis, quanto à presença de pré-secadores, método de secagem, 

temperatura, entre outras. O próximo processo se denomina de estacionamento, é 

opcional; é a maturação da erva mate seca em tonéis de cedro por até dois anos, isso 

ajuda no desenvolvimento de novos sabores. Por fim o produto é empacotado e 

transportado para a comercialização (Heck e de Mejia, 2007). 

A colheita da erva mate é feita pela poda de ramos com aproximadamente 20 mm 

de diâmetro, mas folhas e caules com menos de 10 mm são usadas para indústria de 

chimarrão (Fig. 3). Pagliosa (2009) demonstrou a característica química da casca de EM 

como importante fonte de fibra solúvel e insolúvel, zinco, cobre, ferro manganês, cálcio, 
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com concentrações mais altas que nas folhas. No mais, este autor encontrou altas 

concentrações de polifenóis e atividade antioxidante no resíduo da casca, constituindo 

uma interessante fonte de compostos bioativos para saúde animal. 

 

  
Fig. 3. Ramos de erva-mate descartados no campo durante a poda de colheita (esquerda) 

e ramos de erva mate aproveitados, “ramúsculos” e ramos descartados pela indústria 

(direita). 
Fonte: Plagliosa (2009). 

 

O interesse nessa planta é principalmente pelos compostos químicos presentes na 

erva, chamando a atenção para os compostos fenólicos, metilxantinas e saponinas. O 

extrato de EM de folhas verdes é composta por metilxantatinas, flavonoides, vitamina 

A, C, complexo B, E, taninos, saponinas, ácido clorogênico e seus derivados (Bastos et 

al., 2007; Heck e de Mejia, 2007; Bracesco et al., 2011) (Fig. 4).  

 

 

Fig. 4. Compostos orgânicos do extrato da Ilex paraguariensis (em % na MS). 
Fonte: adaptado de Bracesco et al. (2011). 
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O extrato de erva mate possui níveis de polifenóis semelhantes ao vinho tinto 

(Gugliucci et al., 2009). O ácido clorogênico, que é um captador de metal radical livre, 

pode interferir com a expressão gênica de enzimas antioxidantes (Jaiswal et al., 2010), e 

no metabolismo de glicose (Olthof et al., 2001). 

De acordo com Celi e Robinson (2010), a ingestão de erva mate diminui o 

estresse oxidativo em bezerros.  Os resultados in vitro, encontrados por de Mejía et al. 

(2010), verificaram que o sequestrador de radicais livres da EMa é similar ao ácido 

gálico puro (20 mg/mL). Bastos et al. (2006) demonstraram que a eficiência 

antioxidante da infusão da erva mate é similar ao hidroxitolueno butilado conhecido 

como BHT, um antioxidante comercial comumente usado nos alimentos 

industrializados.  

Um estudo realizado por Conforti et al. (2012) indicou que a ingestão prolongada 

de chá de EMa pelas mulheres na menopausa foi capaz de proteger os ossos contra 

desmineralização. Outra aplicação para o uso do extrato de EM foi na fabricação de 

salame, protegendo-o contra a peroxidação lipídica (de Campos et al., 2007). 

O efeito da presença de cafeína na EMa sobre a peroxidação lipídica é 

contraditório na literatura. Schinella et al. (2000) reportaram que o extrato aquoso da 

EMa foi capaz de inibir a peroxidação lipídica induzida pelo sistema Fe
+2

/ascorbato, 

tanto quanto pelo sistema CCL4/NADPH. Anesini et al. (2012) observaram que a 

cafeína induz à oxidação do ácido linoleico (em solução de etanol), agindo como um 

composto pró-oxidante. Ainda neste mesmo estudo, os autores demonstraram que o 

ácido clorogênico, ácido cafeico e a rutina têm grande poder antioxidante presente no 

extrato de erva mate, estimado pelo método DPPH e pela estimação da prevenção da 

peroxidação lipídica.  

Estudos conduzidos, na Austrália, por Celi e Raadsma (2010) investigaram que a 

suplementação para vacas leiteiras, com 250 g/dia, por animal, com erva mate seca 

peletizada não apresentaram nenhuma alteração no perfil oxidativo dos animais. Os 

autores determinaram que o consumo de pellets não foi o suficiente para induzir uma 

diferença no perfil oxidativo de vacas leiteiras, apesar de ser capaz de aumentar a 

produção de leite. Outra possível causa do efeito nulo dos antioxidantes foi o tratamento 

de calor das folhas durante a secagem. De acordo com Turner et al. (2011), esse 

processo industrial diminui o nível de antioxidante da EM. Além do mais, o processo 

pode mudar as concentrações de lipídios, glicose, sacarose e cafeína na erva mate como 

descrito por Esmelindro et al. (2002). 
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A soja é originária da região Sudoeste da Ásia, provavelmente na Manchúria, 

China (Hymowitz, 1970). No Brasil, o Estado do Mato Grosso é o maior produtor de 

soja seguido pelo Paraná e Rio Grande do Sul. A produção de soja brasileira gira em 

torno de 7.811.128 toneladas de soja nos últimos três anos (Fig. 5). 

 

 

Fig. 5. Produção de soja no Brasil (tons × 10
5
) (FAO, 2014). 

 

Macedo et al. (2016) alimentaram vacas leiteiras com sais de cálcio de soja em 

vacas a pastejo, os animais aumentaram a produção de leite apesar de não ter 

influenciado a concentração de sólidos totais, em especial a gordura. Vargas-Bello-

Pérez et al. (2016) forneceram dieta a vacas leiteiras com óleo de soja e concluíram que 

o óleo de soja influencia no transporte de ácidos graxos no plasma sanguíneo, 

aumentando a concentração de C18:1 trans-11 e C18:2cis-9, trans-11 em vacas em 

lactação. Além de também aumentar o teor de HDL no plasma sanguíneo de vacas 

secas.  

A canola (brassica napus) é originária de um melhoramento genético da colza, a 

semente oleaginosa vem se destacando na agricultura brasileira nos últimos anos por ser 

uma alternativa de produção durante os meses de inverno, sendo conhecida como a soja 

de inverno (Figueiredo et al., 2003; Kruger, 2011). Sua produção no Brasil é em torno 

de 50.000 toneladas nos últimos três anos (Fig. 6). 
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Fig. 6. Produção de canola no Brasil (tons × 10
3
) (FAO, 2014). 

 

Brask et al. (2013) trabalharam com produção de metano de vacas leiteiras na 

Dinamarca e concluíram que a suplementação de óleo de canola em até 6% da ração 

total diminuiu em até 14% a emissão de metano sem comprometer a digestibilidade de 

FDN e a produção de leite. A suplementação de canola pode causar depressão na 

gordura do leite, reduzindo os teores de gordura saturada e aumentando as 

concentrações dos ácidos graxos mono, poli-insaturados e CLA além de reduzir o 

colesterol presente no leite (Altenhofer et al., 2014). Quando se fornece a torta de 

canola há aumentos na produção de proteína do leite, produção de lactose, produção de 

leite, juntamente com a eficiência aparente de nitrogênio. A melhora na eficiência 

produtiva é provavelmente pelo aumento da absorção de aminoácidos essenciais pela 

suplementação de torta de canola para vacas leiteiras (Martineau et al., 2014). Ollier et 

al. (2009) demonstraram que o leite das cabras alimentadas com pastagem e grãos 

inteiros de canola tiveram aumento na concentração de cis-9 C18:1, apesar de não ter 

demonstrado nenhum efeito na expressão gênica de componentes da síntese de gordura.   
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II – OBJETIVOS GERAIS 
 

 

 

 

Este trabalho foi realizado com os objetivos de avaliar o efeito da suplementação 

de antioxidantes naturais em vacas leiteiras em diferentes estágios de lactação 

recebendo dietas ricas em ácidos graxos poli-insaturados. Desta forma três 

experimentos foram conduzidos:  

1º – objetivou-se avaliar os efeitos da suplementação com antioxidantes do farelo 

de linhaça sobre o desempenho, qualidade do leite, lipoperoxidação no plasma 

(catalase) e no leite (TBARS), de vacas recebendo dietas ricas em ácidos graxos ômega-

3 provenientes do óleo de linhaça e os efeitos dessa dieta em parâmetro zootécnico de 

início de lactação (balanço energético, BHBA, NEFA e peso corporal);  

2º – avaliaram-se os efeitos da suplementação com antioxidantes provenientes da 

erva mate em níveis crescentes sobre o desempenho, qualidade do leite e status 

oxidativo do leite de vacas recebendo dietas ricas em ácidos graxos ômega-6 oriundos 

do grão de canola;  

3º – objetivou-se avaliar os efeitos da suplementação com antioxidantes 

provenientes da erva mate combinada com a suplementação de vitamina E sobre o 

desempenho, qualidade do leite, qualidade da gordura do leite em ácidos graxos e status 

oxidativo do leite de vacas recebendo dietas ricas em ácidos graxos ômega-6 oriundos 

do grão de soja. 

 



 

III – Flax meal supplementation decreases energetic negative balance high-

producing dairy cows in early lactation fed protected flax oil 

(Normas: Animal Feed Science and Technology)  

 

Abstract 

The period between calving and lactation peak is commonly associated to negative 

energy balance (NEB) due to a rapid increase in nutritional requirements coupled with a 

low dry matter intake. Genetic enhanced dairy cows are more prone to severe NEB, as a 

result of its high milk production, which can cause metabolic diseases. A total of 20 

multiparous dairy cows fitted with rumen cannulas were stratified by groups in two 

treatments: (1) control diet with 250 g flax oil/d infused in the abomasum (n=10, 

COFO); and (2) diet with 136 g/kg flax meal (n=10, FMFO) in the dry matter (DM) 

with 250 g flax oil/d infused in the abomasum. A one way factorial (2 levels: COFO and 

FMFO) analysis of variance with repeated measure was conducted for all data. Cows 

were subjected to experimental treatments from day 7 to 28 of post-partum and fed a 

common total mixed diet from day 28 to 49 of lactation. Intake of DM, expressed in 

kg/d and as a percentage of BW was increased for cows fed FMFO when compared 

with cows fed COFO. Likewise, the NEB was less severe for cows fed FMFO.  

Keywords: Dairy cattle, Energy balance, Fatty acids, Flaxseed, Lignans  

 

Abbreviations: ADF, acid detergent fiber BHBA; β-hydroxybutyrate acid; BW, body 

weight; CAT, catalase; CP, crude Protein; DM, dry matter; DMI, dry matter intake; ED, 

enterodiol; EL, enterolactona; FM, flax meal; NDF, neutral detergent fiber; NEB, 

negative energy balance; NEFA, non-esterified fatty acids; PUFA, Polyunsaturated fatty 

acids; SCC, somatic cell count; SDG, seicoisolariciresinol diglucoside; TBARS, 

thiobarbituric acid reactive substances. 

 

1. Introduction 

 

The period between calving and lactation peak is commonly associated to 

negative energy balance (NEB) due to a rapid increase in nutritional requirements 

coupled with low dry matter intake (Rukkwamsuk et al., 1999; Chikunya et al., 2004). 

Genetic enhanced dairy cows are more prone to severe NEB as a result of high milk 

production, which can cause metabolic diseases such as hyperketonemia, displaced 
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abomasum, and fatty liver (Grummer et al., 2004; Stengärde et al., 2010; McArt et al., 

2014). 

High plasma concentrations of β-hydroxybutyrate acid (BHBA) and non-esterified 

fatty acids (NEFA) have been associated with metabolic diseases in early lactation 

(Gross et al., 2013). Indeed, as a consequence of NEB, a significant amount of adipose 

tissue is mobilized, thus increasing concentration of NEFA in plasma (van der Drift et 

al., 2012). Most plasma NEFA is taken up by the liver and used in different metabolic 

pathways, such as those of β-oxidation, esterification to triacylglycerol, and production 

of ketones (Reece et al., 2015). Additionally, Bernabucci et al. (2005) have reported that 

levels of antioxidants decrease, in periparturient dairy cows and those of thiobarbituric 

acid reactive substances (TBARS) and reactive oxygen metabolites increase when 

concentrations of NEFA and BHBA are high (Wang et al., 2010) reported lower NEFA 

concentration in plasma when early lactation dairy cows were supplemented with a 

synthetic antioxidant, suggesting that NEFA concentration tends to reduce due to 

antioxidant supplementation. 

Flaxseed, which is rich in linoleic acid n-3 (cis-18:3, LNA), decreases proportions 

of short-chain and medium-chain fatty acids and increases those of polyunsaturated 

fatty acids (PUFA) in milk fat of dairy cows (Petit, 2002). Increasing n-3 PUFA in the 

diet during the transition period has been shown to increase milk production and reduce 

NEB (Petit et al., 2004; Zachut et al., 2010). Flaxseed is an efficient way to increase 

glycogen in liver while reducing triglycerides after calving, which could contribute to 

prevent hepatic steatosis in periparturient cows (Petit et al., 2007).  

Lignans, a group of dimeric phenylpropanoids, are secondary metabolites in 

plants with antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant effects (Ayres and Loike, 

1990; Saleem et al., 2005). Flaxseed is an excellent source of lignans especially 

seicoisolariciresinol diglucoside (SDG) (Thompson et al., 1991). Under the action of 

microorganisms, SDG is metabolized into mammalian lignans, enterodiol (ED) and 

enterolactone (EL) (Saarinen et al., 2002). In ruminants, rumen microorganisms have 

been reported to produce mainly EL from SDG (Gagnon et al., 2009). Mammalian 

lignans have anti-inflammatory (Hallund et al., 2008) and antioxidant (Schogor et al., 

2013) properties. In fact, SDG has been reported to reduce in vitro oxidative stressand 

to have greater radical scavenger, reducing power, and hydroxyl-scavenging ability than 

DPPH (Moree and Rajesha, 2013). 
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We hypothesized that dietary flax meal (FM) reduces NEB during early lactation. 

Thus, this study was performed to investigate the effects of flax meal as a source of 

antioxidant on energy balance, plasma metabolites (NEFA, BHBA glucose and 

catalase), milk production, and TBARS concentration in milk of high-producing dairy 

cows in early lactation. Flax oil (FO) was infused in the abomasum to prevent n-3 

PUFA from biohydrogenation in rumen and to promote plasma lipid peroxidation 

(Gladine et al., 2007). 

 

2. Material and methods 

 

2.1. Animals and experimental treatments 

 

Cows were cared for in accordance with the guidelines of the Canadian Council 

on Animal Care (2009) and experimental procedures were approved by the local 

Animal Care Committee. 

A total of 20 multiparous dairy cows (701.2 ± 53.67 kg of body weight (BW)) 

fitted with rumen cannulas (10 cm; Bar Diamond Inc., Parma, ID, USA) were randomly 

assigned to two treatments: (1) control diet (CO) and infusion of 250 g /d FO in the 

abomasum (n=10, COFO); and (2) diet with flax meal at 136 g/kg DM and infusion of 

250 g/d FO in the abomasum (n=10, FMFO). The amount of oil infused was chosen 

based on our previous results where abomasal infusion of 250 g/d FO made lactating 

dairy cows more susceptible to plasma and milk lipid peroxidation (Lima et al., 2014). 

Cows were subjected to experimental treatments from day 7 to 28 post-partum and fed 

the CO diet without FO infusion from day 28 to 49 of lactation to look at the residual 

effects of treatments applied from day 7 to 28 post-partum. Infusion of oil in the 

abomasum was performed as previously described by Lima et al. (2014). Placement of 

infusion lines in the abomasum was manually monitored weekly to ensure post-ruminal 

oil delivery. Flax oil (Pokonobe Industries Inc., Hudson, QC, Canada) contained, 

expressed in g/kg of total fatty acids, 63.1 of C16:0, 41.2 of C18:0, 191.3 of cis9-18:1, 

15.7 of cis9,cis12-18:2, and 544.3 of cis9,cis12,cis15-18:3. 

Diets were formulated to meet requirements for cows producing 45 kg milk/day 

with 3.7 g /100 g fat (NRC, 2001) and were designed to have similar protein and energy 

contents (Table 1). Cows were housed in individual stalls and fed at 08:30 and 15:00 h 

for ad libitum intake (100 g/kg refusals on as fed basis). Feed intake was recorded daily 
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from day 7 to 49 post-partum. Samples of total mixed ration were taken monthly. All 

samples were frozen at -20ºC for subsequent drying at 55ºC and ground through a 1 mm 

screen in a Wiley mill for further analyses.  Body weight of cows was determined on 

days 7, 28 and 49. Net energy (NEL) balance was calculated as the difference between 

energy intake and required for maintenance and milk production. Energy required for 

maintenance was estimated as: (Mcal/d) = 0.08 × 4.184 x kg of BW
0.75

; and energy for 

lactation: (Mcal/d) = kg of milk yied × [(0.0929 × milk fat %) + (0.0547 × milk protein 

%) + 0.192] × 4.184 (NRC, 2001). 

Cows were milked twice daily at 7:30 and 19:00 h, and milk production was 

recorded at each milking. Milk samples were collected on days 7, 14, 21, 28, and 49 

from two consecutive milkings and pooled within cow on a yield basis. Milk samples 

were stored at -80°C with 2-bromo-2-nitropropane-1,3-diol (Bronopol, D & F Control 

Systems Inc., San Ramon, CA, USA) as a preservative to determine milk protein, fat, 

lactose, somatic cell counts (SCC) and urea N. Another milk sample was kept at -80°C 

with Na azide (0.2 g/kg) for TBARS analysis. 

Blood samples were collected in from jugular vein 2 h after the morning feeding 

on days 7, 14, 21, 28 and 49 using vacutainer tubes with K2 EDTA (Becton Dickinson 

and Cie, Rutherford, NJ, USA). Blood samples were centrifuged at 1800g for 12 min at 

4°C and plasma samples were kept at -80°C until analyzed for concentrations of BHBA, 

glucose and NEFA and activity of catalase (CAT). 

 

2.2. Chemical analysis 

 

The DM was determined using a forced-air oven according to procedure 934.01 of 

the Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990). The total N was 

measured by thermal conductivity detection after sample combustion at high 

temperature (950°C) in pure (99%) oxygen (procedure 990.03; AOAC, 1990). The 

crude protein (CP) content was estimated as N × 6.25.  Procedures 5.1 and 4.1 of the 

National Forage Testing Association (NFTA, 1993) were used to measure neutral 

detergent fiber (aNDF) and acid detergent fiber (ADF) concentrations, respectively. The 

aNDF inclusive of residual ash was measured using a heat-stable α-amylase, but 

without sodium sulfite in the neutral detergent solution. 

Plasma concentrations of BHBA, NEFA, and glucose were assessed using, 

respectively, β-hydroxybutyrate Reagent (#H7587, Pointe Scientific Inc., Canton, MI, 
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USA) HR Series NEFA-HR (2) (Wako Diagnostics, Richmond, VA, USA), and glucose 

assay (#220-32, Sekisui Diagnostics, Lexington, MA, USA) kits. Plasma CAT activity 

was determined using a catalase assay (#707002, Cayman, Ann Harbor, MI, USA).  

Milk protein, fat, lactose and urea N concentrations were analyzed by infrared 

spectroscopy (system 6000 MilkoScan, Foss Electric, Hillerᴓd, Denmark) according to 

method no. 972.16 of AOAC (1990). Milk somatic cell count was obtained using an 

electronic counter (Fossomatic FC, Foss Electric, Hillerᴓd, Denmark).  

Concentration of TBARS in milk was analyzed spectrophotometrically at 532 nm 

using a commercial TBARS assay kit (OXItek, ZeptoMetrix Corporation, Buffalo, NY, 

USA), and results were expressed as malondialdehyde (MDA) equivalents (nmol/ml). 

 

2.3. Statistical analysis 

 

All data were analyzed using the MIXED procedure of SAS, release 9.2 (2002). A 

one way (2 levels: COFO and FMFO) analysis of variance with repeated measurements 

was conducted for all data. Covariance structures were modeled separately for each 

variable. Values of fit statistics for Akaike´s information criterion corrected (AICC) 

were used to determine the most appropriate covariance structures. Results were 

reported as least squares means with standard error of the mean (SEM). Significant 

differences were set at P ≤ 0.05 and trends at 0.05 < P ≤ 0.10. Whenever significant, the 

interaction between treatment and sampling time was decomposed into simple 

comparisons using the SLICE option of the MIXED procedure of SAS. 

 

3. Results 

 

There was no interaction between treatment and sampling time for DM intake, 

expressed in kg/d and g/kg BW, energy balance and milk production. Therefore, only 

mean values for all sampling times are presented (Table 2). Intake of DM, expressed in 

kg/d and in g/kg of BW, was higher (P = 0.006 and P = 0.003, respectively) for cows 

fed FMFO compared with those fed COFO. Cows fed the COFO diet had lower energy 

balance than those fed the FMFO diet (P = 0.03). Milk production was similar between 

treatments (Fig. 2). There was an interaction (P = 0.022) between time and treatment for 

BW as a result of a decrease in weight for cows fed COFO and an increase for those fed 

FMFO from day 7 to 28 (Fig. 1 (a)). There was a treatment effect for BW change (Fig. 1 



31 

 

(b)) between day 7 to 28 (P=0.02) and day 7 to 49 (P = 0.06); cows fed FMFO gained 

weight and those fed COFO lost weight. As there was no interaction between treatment 

and sampling time for yield of protein, fat, lactose and total solids, concentrations of fat, 

lactose and total solids, and urea N, somatic cell score and TBARS in milk, mean values 

of the five weeks are reported (Table 2). Milk lactose concentration was not affected by 

treatment whereas milk fat (P = 0.06) and total solids (P= 0.06) concentrations tended to 

be lower for cows fed FMFO than for those fed COFO. There was no difference 

between COFO and FMFO for yield of milk protein, fat, lactose and total solids and 

milk urea N concentration. There was no difference (P > 0.10) between treatments for 

milk SCC. Cows fed FMFO tended (P = 0.08) to have higher TBARS values than those 

fed COFO. 

There was a treatment by time interaction (P = 0.0006) for milk protein 

concentration. On day 28, protein concentration was higher (P = 0.05) for cows fed the 

FMFO diet than for those fed the COFO diet (Fig. 2).  

No interaction between treatment and time was observed for plasma 

concentrations of BHBA, NEFA and glucose, and for CAT activity. Therefore, mean 

values of all sampling times are presented in Table 3. There was no difference between 

diets for BHBA and NEFA concentrations and CAT activity (P > 0.10; Table 3). 

Plasma glucose concentration was higher (P = 0.02) for cows fed the FMFO diet 

compared with those fed the COFO diet.   

 

4. Discussion 

 

Dry matter intake ranged from 19.63 kg/d for cows fed COFO diet to 24.2 kg/d 

for those fed FMFO diet. These results agree with Lima et al. (2014) and Schogor et al. 

(2013) who found that FM supplementation increased DMI of Holstein cows. Kazama 

et al. (2010) have reported that DM digestibility of dairy cows infused with flax oil in 

the abomasum and flax hulls administered in the rumen was 734 g/kg. Additionally, 

SDG supplementation has been reported to improve the metabolism of carbohydrates 

and nitrogen in rumen (Zhou et al., 2009). Wilkinson (2004) suggested that the 

digestibility could increase the dry matte intake (DMI) in 50%. Thus, a possible 

increased on DM digestibility due to lignans concentration could help to explain the 

increased DMI we observed for cows fed dietary FM. Animals who received flax meal 
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did not lose any weight between second and seventh week of lactation, it might be 

because increasing DMI.  

Our results are contradictory with those of Benchaar et al. (2012) and Bu et al. 

(2007) results because the FM is more likely to boost milk production but does not have 

a lasting effect on milk production. Studying different levels of supplementation of 

infused with flax oil in dairy cow fed with FM, Lima et al. (2014) also did not have any 

effect regarding treatments in milk production. Supplementation of dairy cows with 

flaxseed did not increase the digestibility of protein (Schroeder et al., 2014). Therefore, 

is less likely to increase urea in milk. The metabolism of lactose was not modified by 

the addition of FM in the diet as results found by Lima et al. (2014) feeding dairy cows 

124 g/kg FM and infused with 250 g of FO in the abomasum. 

In the present study a treatment by sampling time interaction for a yield of protein 

in milk was observed likely due to NRC Met:Lys ratio (0.33) ideal for milk production 

is similar to what is found in FM (0.44) (NRC, 2001; Haque et al., 2012; Giacomino et 

al., 2013). In addition, FM has a lower degradability in rumen of crude protein which 

contributes to increase intestinal supply of RUP improving amino acids quality for milk 

production (Turner and Mcniven, 2011). Another possible explanation is that high fat 

supplementation could have interfered with mammary gland uptake of amino acids for 

milk protein synthesis but this effect was ameliorated by dietary FM. Indeed, fat 

supplementation has been reported to inhibit somatotropin secretion which has effects 

on mammary gland uptake of protein (Casper and Schingoethe, 1989). However, 

physiological basis by which dietary FM could maintain mammary gland amino acids 

up taken under fat supplementation has never been approached. Milk concentration of 

total solid was influenced by milk fat results as there was a tendency effect of treatment 

with a slight decrease for FMFO treatment.  

NEB in cows fed FMFO treatment was better, than for those fed COFO treatment, 

-37,05 MJ/d. It could explain by the increase in DMI for dairy cow supplemented with 

FM. Feeding dairy cows 125 g/kg of whole flaxseed in the DM has an effect, increasing 

levels of propionate and decreasing acetate levels in rumen (Gonthier et al., 2004). 

Propionate is known to be the precursor of glucose in blood (Wiltrout and Satter, 1972), 

this could explain the lower NEB on dairy cows fed with FM. Glucose also was 

increased in the FMFO treatment that could be explained by the same factors.  

In the present study, the antioxidant status of milk was measured through the lipid 

peroxidation. Milk TBARS concentration tendet to be ligher for FM. However. As 
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previously described by Kitts et al. (1999) the EL ha some indirect pro-oxidant 

activities. 

Plasma NEFA and BHBA did not differ between treatments even with a better 

NEB for FMFO treatment. Our results agree with those of  Petit et al.  (2002) that dairy 

cow fed flaxseed did not have any effect on NEFA concentration compared with the 

control diet, however, it was increased when cows were fed a rumen bypass fat. A 

possible increase in hepatic β-oxidation due to abomasal infusion in both COFO and 

FMFO treatments could help to explain this lack of effect. Indeed, flax oil infusion in 

cows abomasum on the peroxisomal proliferator activated receptor mRNA (PPARα 

mRNA) increase the activity of hepatic enzymes on the β-oxidation process 

(Schoonjans et al., 1996; Kerner and Hoppel, 2000). Perhaps the effect of the flax oil 

hides the effect of lignans.  

 

5. Conclusion 

 

Our results suggest the inclusion of FM in the diet of dairy cows post-partum does 

not affect the levels of NEFA and BHBA and increase milk TBARS concentration. 

However, dietary FM may be capable of increasing intake of DMI and therefore, 

reducing NEB. However, further studies are required to clarify the effect of FM on the 

intake of DMI during early lactation.  
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Table 1  

Ingredients and chemical composition of total mixed rations of Holstein cows fed no 

flax meal (COFO) or 136 g/kg flax meal (FMFO) in the dry matter (DM). 

 Treatments 

 COFO FMFO 

Ingredients (g/kg DM)
a
   

Grass, hay 17 16 

Grass, silage 346 342 

Corn, silage 231 228 

Corn, grain (cracked) 88 200 

Beet pulp 142 - 

Soybean, meal (480 g/kg CP, solvent) 103 29 

Gluten, meal - 30 

Flax, meal - 136 

Top supplement
b
 57 - 

Minerals and vitamins
c
 11 11 

Calcium carbonate 6 8 

Chemical composition
d
    

Dry matter (DM, g/kg) 481 505 

Crude protein (g/kg DM) 172 178 

Neutral detergent fiber (aNDF, g/kg DM) 338 319 

Acid detergent fiber (ADF, g/kg DM) 252 230 

Net energy for lactation (NEL, MJ/kg DM)
e
 6.36 6.28 

a
 Actual values obtained by precise weighing of dietary ingredients.

 

b 
Contained (per kg as is basis): Contained 200 g of canola meal, 250 g of corn gluten meal, 340 g of 

soybean meal and 210 g of brewer’s corn 
c 
Contained (per kg, as is basis): Ca 92.3 g, P 48.0 g, Mg 47.8 g, S 15.2 g, Na 53.9 g, K 13.7 g, Fe 2,014 

mg, Zn 2,657 mg, Cu 1,068 mg, Mn 1,796 mg, I 23 mg, Co 57 mg, Se 19.6 mg, vitamin A 441,606 IU, 

vitamin D3 66,700 IU, and vitamin E 2,630 IU. 
d 

One sample obtained from one pooled samples per month and prepared by compositing. NDF and ADF 

are inclusive of residual ash. 
e
 Net energy for lactation as calculated using published values of feed ingredients (NRC, 2001). 
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Table 2 

Intake, milk production and composition and net energy balance of Holstein cows 

infused with 250 g/d flax oil and fed total mixed rations containing no flax meal 

(COFO) or 136 g/kg flax meal (FMFO) in the dry matter. 

 Treatments 

SEM 

 P-value 

 
COFO 

n = 10 

FMFO 

n = 10 
 Treatment 

Intake
 a
      

Dry matter (kg/d) 

Dry matter (g/kg BW) 

19.1 

27.20 

24.0 

33.96 

1.12 

1.417 
 

0.006 

0.003 

Milk Production (kg/d)
a
 45.7 46.5 1.20  0.65 

Milk composition (g/kg)
a
      

Fat 41.5 38.3 1.138  0.06 

Lactose 45.0 45.4 0.314  0.40 

Total solids 118.9 116.2 0.950  0.06 

Yield of milk components (kg/d)       

Protein 1.43 1.43 0.035  0.97 

Fat 1.82 1.70 0.083  0.33 

Lactose 2.00 2.01 0.063  0.88 

Total solids 5.25 5.14 0.165  0.66 

Net energy balance (MJ/d) -37.05 -4.31 9.596  0.03 

Milk urea N (mg/dL) 13.52 12.58 0.643  0.31 

Somatic cell score
b 

 1.79 1.89 0.125  0.55 

Milk TBARS (nmol of MDA/ml)
c
 2.17 2.56 0.980  0.08 

a
 Mean values for days 7 to 49 post-partum. 

b 
Somatic cell score = log10 of somatic cell count.  

c
 TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; MDA: malondialdehyde. 
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Table 3 

Concentrations of metabolites and catalase activity in the plasma of Holstein cows 

infused with 250g/d flax oil and fed total mixed rations containing no flax meal (COFO) 

or 136 g/kg flax meal (FMFO) in the dry matter. 

Item
a
 

Treatments  

SEM 

 P-value 

COFO 

n = 10 

FMFO 

n = 10 
 Treatment 

BHBA (mmol/L) 0.98 0.96 0.103  0.90 

Glucose (mmol/L) 3.08 3.31 0.006  0.02 

NEFA (mmol/L) 0.33 0.25 0.038  0.14 

Catalase activity (nmol/min per g of 

protein) 

12.33 12.18 0.852  0.90 

a 
BHBA, β-hydroxybutyrate; NEFA, Non-esterified fatty acids. 
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Fig. 1. Body weight (A) and body weight change (B) of Holstein cows infused with 250 

g/d flax oil and fed total mixed rations containing no flax meal (COFO) or 136 g/kg flax 

meal (FMFO) in the dry matter. (a) Data are presented as mean values of COFO (♦, n = 

10) and FMFO (■, n = 10). There was a treatment by time interaction (P = 0.02) for 

body weight.
 
(b) Light shaded bars indicate the COFO treatment (n = 10) and dark 

shaded bars correspond to the FMFO treatment (n = 10). *P < 0.05; 
†
P < 0.10. error 

bars indicate SEM. 
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Fig. 2. Concentration of protein in milk for each sampled day of Holstein cows infused 

with 250g/d flax oil and fed total mixed rations containing no flax meal (COFO) or 136 

g/kg flax meal (FMFO) in the dry matter. Data are presented as mean values of COFO 

(■, n = 10) and FMFO (▲, n = 10). Error bars indicate SEM. There was a treatment by 

time interaction (P = 0.0006). *P < 0.05. 

 

 

 



 

IV – Intake, digestibility and milk production and composition of dairy cows fed 

different levels of Yerba Mate in the diet 

(Normas: Animal Feed Science and Technology)  

 

Abstract 

Eight multiparous lactating Holstein cows and averaging 84 ± 18 (mean ± SD) days in 

milk and 598 ± 55 kg of body weight were assigned to a replicated 4 × 4 Latin square 

design to determine the effects of feeding Yerba Mate (YM) on intake, digestibility, 

milk production, milk composition, and milk concentration of antioxidants. The cows 

were fed a corn silage-based diet containing ground canola seed. The treatments fed for 

ad libitum intake were: a total mixed ration not supplemented (0 g/d), or supplemented 

(250, 500 or 750 g/d) with dried leaves of YM. Experimental periods consisted of 14 d 

for diet adaptation and 7 d for data collection and sampling. Increased supplementation 

of YM from 0 to 750 g/d had no effect on milk production or yields of protein and fat, 

and decreased milk yields of lactose and total solids and milk urea N concentration. 

Digestibility of dry matter, protein and neutral detergent fibre was similar among diets 

and ether extract digestibility decreased with the level of YM supplementation. 

Concentrations of total polyphenols and production of conjugated diene hydroperoxides 

and thiobarbituric acid reactive substances in milk were similar among diets. The 

reducing power in milk increased with the inclusion level of YM in the diet, thus 

suggesting that antioxidant activity of milk can be enhanced with this feeding strategy 

although it was clearly insufficient to overcome the negative effects on milk fat 

synthesis probably caused by the high levels of fat added to diets as ground canola seed. 

Keywords: Antioxidants, Digestibility, Polyphenols, Reduction power, TBARS  

 

Abbreviations: aNDF, neutral detergent fiber with residual ash; CD, conjugated diene; 

DM, dry matter; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; YM, yerba mate. 

 

1. Introduction 

 

Supplying lactating dairy cows with polyunsaturated fatty acids increases their 

proportion in milk fat, which is considered health promoting (Ulbricht and Southgate, 

1991). However, milk enriched in polyunsaturated fatty acids may be more susceptible 

to oxidation with the development of rancid odors and flavors (Timmons et al., 2001), 



43 

 

thus decreasing the nutritional quality and shelf life of milk and dairy products. To 

prevent milk oxidation, one strategy is to incorporate antioxidant molecules to dairy 

products (Matumoto-Pintro et al., 2011). A second option is to supplement antioxidants 

in the diet of dairy cows. For example, previous research has shown that antioxidants 

present in flax in the form of lignans, which are polyphenolic compounds, were 

transferred to the milk of cows fed flaxseed meal (Petit et al., 2009). Moreover, cows 

receiving 50 and 100 g/kg flaxmeal in the diet had lower production of thiobarbituric 

acid reactive substances (TBARS) in milk (Schogor et al., 2013). Naturally occurring 

antioxidants such as polyphenols then may contribute to limit milk oxidation as they 

exhibit various antioxidant properties (Bravo, 1998). 

Yerba mate (YM; Ilex paraguariensis) is a South American native plant, and the 

leaves are used to prepare a beverage consumed in southern Brazil and in neighboring 

countries such as Argentina, Paraguay and Uruguay. It is known that YM exerts 

antioxidant activity due to its content of several compounds such as polyphenols (Heck 

and de Mejia, 2007). Concentration of polyphenols in the extract of YM is higher than 

that of green tea and red wine (Gugliucci et al., 2009). Moreover, chlorogenic acids, 

which are present in large amounts in YM (Bracesco et al., 2011), scavenge free 

radicals and metal modulating gene expression of antioxidant enzymes (Jaiswal et al., 

2010). The capacity of YM to scavenge free radicals is similar to that of gallic acid  

(de Mejía et al., 2010) and Bastos et al. (2006) have reported that both green mate and 

mate tea infusions had the same antioxidant efficacy as butylated hydroxytoluene, a 

well-known phenolic synthetic antioxidant used in foods. Altogether, these results 

suggest that YM could prevent oxidation in milk enriched with polyunsaturated fatty 

acids and provide the consumers with dairy products with improved health benefits. 

However, there is little information on YM supplementation to dairy cow. In one study, 

Celi and Raadsma (2010) fed 250 g/d of dried leaves of YM to mid-lactating dairy cows 

and reported a small but significant increase in milk yield (22.9 versus 21.3 kg/d; YM 

versus control). As little information was found on this topic, the objective of the 

present study was to determine the effects of different amounts of YM in the diet on 

feed intake, digestibility and milk composition of dairy cows. The hypothesis was that 

increased YM amount in the diet improves antioxidant properties and decreases 

lipoperoxidation in milk when cows are fed a diet enriched with canola seed, a source of 

polyunsaturated fatty acids. 
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2. Material and methods 

 

2.1. Animal, experimental design, and treatments 

 

Eight multiparous lactating Holstein cows were used in a replicated 4 × 4 

balanced Latin square design with four 21-day periods. The cows averaged 84 ± 18 

(mean ± SD) days in milk at the start of the experiment with an average body weight of 

598 ± 55 kg (mean ± SD). They were housed in individual tie stalls and had free access 

to water. Cows were fed for ad libitum intake (100 g orts/kg, on an as-fed basis) a total 

mixed ration (Table 1) not supplemented (0 g/d), or supplemented (250, 500 or 750 g/d) 

with dried leaves of YM (Laranjeiras, Laranjeiras do Sul, PR, Brazil). On a dry matter 

(DM) basis, YM contained 126 g/kg crude protein, 35 g/kg ether extract and 380 g/kg 

neutral detergent fiber (aNDF). The YM was incorporated to the diet to achieve the 

appropriate feeding rates and diets were offered in equal amounts twice a day at 07:00 

and 14:00 h. The experiment was carried out at the Iguatemi Experimental Farm of the 

Maringa State University in Brazil and was approved by the Local Ethical Committee 

for Use of Animals in Experimentation at the Maringa State University.  

 

2.2. Experimental procedures 

 

Each experimental period consisted of 14 d of adaptation to diets and 7 d for data 

collection. The cows were milked twice a day at 06:30 and 16:00 h in a milking parlour 

and milk production was recorded at each milking. Milk samples were obtained from 

the two consecutive milkings on day 18. Samples were pooled on a yield basis and two 

aliquots of each milk sample were taken. One aliquot was kept frozen at −20°C with Na 

azide (0.2 g/kg) for determination of total polyphenols, conjugated diene (CD) 

hydroperoxides, reducing power, and TBARS. The second aliquot of milk samples was 

stored at +4°C with bronopol-B2 until analysis of normal composition (fat, protein, and 

lactose).  

Samples of diets, refusals and YM were collected daily from day 15 to day 21 and 

stored at -20
o
C. Samples were composited by cow within period, dried at 55ºC for 72 h, 

ground to pass a 1 mm screen in a Wiley mill (Marconi MA340, Piracicaba, SP, Brazil) 

and analyzed for DM, organic matter, total N, aNDF, and ether extract. To predict fecal 

output and digestibility, a gelatin capsule of purified lignin (LIPE
®

) was inserted in the 
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rumen once daily at 09:00 h from day 11 to day 20, supplying a total of 500 mg of 

lignin/d. Fecal grab samples (100 g) were taken twice daily at 08:00 and 16:30 h and 

accumulated from day 15 to day 19. Fecal output was determined with the following 

equation: 

 

Fecal output (g DM/d) = dosed marker (g/d)/marker concentration in feces (g/g DM) 

 

Fecal samples were dried in a forced-air oven at 55ºC for 72 h, composited by 

cow within period and ground through a 1-mm screen in a Wiley mill for further 

analysis. 

 

2.3. Chemical analysis 

 

Dry matter of diets, refusals, YM and feces was determined by drying samples in 

a forced-air oven at 105
o
C overnight (AOAC, 1998; method 934.01). All samples were 

ground through a 1 mm mesh before analyses of N, ether extract concentration, and 

aNDF. Total N was determined with a Tecnal TE-036/1 (Tecnal, Piracicaba, Brazil) 

according to method 988.05 of the AOAC (1998). Ether extract was determinined with 

Tecnal TE-044/1 following method 920.39 of the AOAC (1998). Ash content was 

determined by incineration at 600
o
C for 2 h in a muffle furnace (AOAC, 1998; method 

942.05) and the organic matter content was calculated as the difference between 1000 

and the content of ash. Determination of aNDF was performed according to Van Soest 

et al. (1991) using a heat stable α-amylase (Termamyl 120 L
® 

Sigma-Aldrich, 3050 

Spruce Street, Saint Louis, MO, USA) and without sodium sulphite, and expressed 

inclusive of residual ash.  

Protein, fat and lactose concentrations in milk were determined by infrared 

spectroscopy (Bentley model 2000; Bentley Instrument, Inc., Chaska, MN, USA) 

following procedure 972.16 of AOAC (1990). Concentrations of milk urea N as 

determined according to Marsh et al. (1965). Milk somatic cell counts were obtained 

using an electronic counter (Somacount 500
®
, Chaska, MN, USA) as described by 

Voltolini et al. (2001).   

Content of total polyphenols of milk was determined using the Folin–Ciocalteu 

technique (Deladino et al., 2013) with the elimination of interfering substances using 

polyvinylpolypyrrolidone as reported by Han et al. (2011). Polyphenols were extracted 



46 

 

from milk by mixing 1 mL of each sample with methanol/water (90:10, v/v) and the 

volume was made up to 10 mL. The extracts were then filtered on a 0.22 µm PTFE 

membrane filter (Spritzen, Shanghai, China) into a tube protected from light. The assay 

was performed using a UV-Vis spectrophotometer (PC 300, Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA). The content phenolic compounds was reported as Gallic acid 

equivalents (GAE; mg/L of milk).  

Total reducing power in milk was determined as described by Zhu et al. (2002) 

with some modifications. Milk proteins were precipitated by adding 1 mL of a 

trichloroacetic acid solution (20%; v/v) to 1 mL milk. The mixture was vortex-mixed 

for 10 min and centrifuged at 1,058 × g for 10 min at 20°C. Absorbance was measured 

at 700 nm on a UV-Vis spectrophotometer (PC 300, Thermo Scientific, Waltham, MA, 

USA) and reducing power was reported as GAE (mg/L). Production of conjugated diene 

(CD) hydroperoxides in milk was used to measure lipid oxidation according to the 

method of Kiokias et al. (2006) with some modifications. Briefly, samples (50 µL) were 

added to a mixture of 2.5 mL isooctane/2-propanol (2:1; v/v) and vortexed for 10 sec. 

Samples then were filtered on a 0.22 µm PTFE membrane filter (Spritzen, Shanghai, 

China). The absorbance was measured at 232 nm using a UV-Vis (PC 300, Thermo 

Scientific, Waltham, MA, USA). The production of CD was calculated as follows: CD 

(mmol/kg of fat) = (A/27)/[(a*b)/100000*(c + b/1000)]; where: A = absorbance at 232 

nm; a = milk fat proportion (g/100 g); b = sample volume (µ); and c = mixture volume 

(mL). The measurement of TBARS in milk was performed following the procedure of 

Payá et al. (1992) with some modifications. Milk proteins were precipitated by adding 2 

mL of a thibarbituric acid solution (TBA 1%, TCA 15% and HCl 562.5 mM; v/v) to 0.5 

μl milk. The mixture was heated at 100
o
C for 15 min, cooled for 5 min and centrifuged 

at 1,058 × g for 15 min at 20°C. Absorbance was measured at 532 nm on a UV-Vis 

spectrophotometer (PC 300, Thermo Scientific) and results were expressed in terms of 

malondialdehyde (MDA) equivalents (mmol/mL). 

Samples of feces (2 mg) were ground at constant pressure for 1 min in an agate 

mortar to obtain a pressed pellet and concentration of LIPE
®
 was analyzed directly by 

infrared spectroscopy (Varian 850 FTIV, Varian BV, Middelburg, The Netherlands) 

using an ATR device (Saliba et al., 2015). The powdered potassium bromide was also 

run on the spectrometer alone to establish a background read. Standard calibration 

curves of LIPE
®
 were prepared by measuring the absorbance of 3 different 

concentrations of LIPE
®
 in feces (0.025, 0.05, and 0.1 mg LIPE

®
), which corresponded 
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to approximately 100, 250, and 500 mg/d of LIPE
®
 dosed in the rumen. Each standard 

was read in triplicate and the mean values were plotted to generate a standard curve of 

concentration versus area. The data were analyzed using matrix algebra programs of the 

software associated with the equipment or by using statistical correlation or least 

squares regression. Each sample was read directly (without dilution), and the value (in 

mg) was calculated from the standard curve.  

 

2.4. Statistical analysis 

 

Results were analyzed using the MIXED procedure of SAS (SAS 2000; SAS 

Institute). Data on feed intake and milk production were averaged over the 7 days of the 

last week of each experimental period and subjected to analysis of variance. All data 

from the experiment were analyzed as a replicated 4 × 4 balanced Latin square design 

with the general model: 

 

Yijkl = µ + Ti + Pj + Ak + Sl + A/Skl + eijkl 

 

where: Yijkl = the dependent variable, µ = overall mean, Ti = fixed effect of treatment (i 

= 0; 250; 500; 750 g/d DM YM), Pj = fixed effect of period (j = 1 to 4), Ak = random 

effect of cow (k = 1 to 4), Sl = fixed effect of square (l = 1 and 2), A/Skl = cow within 

square, and eijkl = random effect of error. Treatment sum of squares were partitioned to 

provide linear and quadratic contrasts. Significance was declared at P<0.05 and a trend 

was accepted at P<0.10, unless otherwise stated. 

 

3. Results  

 

Intake of DM, expressed in kg/d and as g/kg of body weight, was similar among 

treatments (Table 2). Treatment had no effect on digestibility of DM, crude protein and 

aNDF. There was a linear decrease (P=0.02) in digestibility of ether extract with higher 

dietary amount of YM. Milk yield, milk content of protein and fat and yield of milk 

components were similar among treatments (Table 3). There was a linear decrease 

(P=0.03) in lactose and total solids proportions and urea N concentration in milk with 

greater quantities of YM in the diet. Concentrations of polyphenols, conjugated dienes 
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and TBARS in milk were not affected by YM supplementation. Reducing power in milk 

increased in parallel with the amount of YM in the diet (Table 3). 

 

4. Discussion 

 

The lack of a treatment effect on DM intake disagrees with the decrease reported 

for ewes fed a pellet-based diet supplemented with 25 g/kg DM YM during the first few 

weeks postpartum although there was no difference during the prepartum period 

reported by Po et al. (2012). These authors speculated that YM might have different 

effects on the appetite center according to the different physiological status (growing 

versus lactation) of the animal. Indeed, YM contains the flavonoid quercetin, and effects 

of stage of lactation on plasma quercetin concentrations have been suggested as 

indicated by higher concentrations after than before calving of dairy cows (Stoldt et al., 

2015). However, flavonoid concentration in plasma was assumed to have no effect on 

DM intake of lactating cows (Gohlke et al., 2013). 

The lack of response to YM supplementation on feed intake is consistent with the 

unaltered milk yield of cows fed this diet. Indeed, the positive effect of YM on milk 

yield was observed only 6 weeks after initiating the YM supplementation to mid-

lactating dairy cows on pasture and fed corn silage (5 kg, DM basis) and 250 g/d YM 

(Celi and Raadsma, 2010). Protein degradability is high in fresh forage (NRC, 2001), 

and YM contains tannins (Heck and de Mejia, 2007). Therefore, tannins present in YM 

may have bound to forage proteins in the rumen of cows on pasture in the experiment of 

Celi and Raadsma (2010), thus contributing to enhance milk production. As shown by 

Hartemink et al. (2015), YM decreased ruminal degradability and degradation rate of 

pasture protein. In the present experiment, cows were fed a corn silage-based diet, 

which may contain protein of lower degradability than a pasture-based diet. As a result, 

the beneficial effect of binding proteins with YM tannins would be less important with 

diets based on corn silage than fresh forage.  

Digestibility of DM, protein and fibre was similar among diets, which may 

indicate that YM had little effect on ruminal fermentation or rate of passage. Results 

from in vitro and in vivo experiments often showed conflicting results on the effect of 

tannins on ruminal fermentation characteristics and the productive response of animals 

(Piluzza et al., 2014). This is probably due to differences in tannin species and form 
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(i.e., hydrolysable versus condensed) and percentage inclusion in the diet and to 

associative effects between tannins and other diet ingredients.  

Yerba Mate decreased ether extract digestibility, which was likely a result of the 

inhibitory effect of YM saponins on lipase activity as shown in mice (Martins et al., 

2010) and in vitro (Sugimoto et al., 2009). According to Dickel et al. (2007), the effects 

of YM on lipid metabolism are mediated by caffeine and saponin concentrations, which 

contribute to lipolytic activity and delay intestinal absorption of dietary fat, respectively. 

Milk fat proportion was low on all treatments, which was unexpected as the 

recommendations of NRC (2001) for dietary fat are around 60 to 70 g/kg DM. 

However, this level may not apply when using oil that is readily available in the rumen 

and that may negatively affect ruminal fermentation. Yerba Mate supplementation had 

no effect on proportion of milk fat, which disagrees with the results of Celi and 

Raadsma (2010) who reported a decrease when cows were supplemented with 250 g/d 

YM. Conversely, Po et al. (2012) observed that overall milk fat proportion was higher 

when ewes were supplemented with YM at a rate of 25 g/kg DM. The level of YM 

supplementation on proportion of milk protein agrees with the results of Celi and 

Raadsma (2010) when dairy cows were fed 250 g/d YM although Po et al. (2012) 

observed an increase when ewes were supplemented with YM at a rate of 25 g/kg DM. 

The lack of consistent effects of YM on concentrations of milk protein and fat could 

result of differences in animal species (cattle versus sheep), length of supplementation, 

and associative effects between tannins and other diet ingredients as suggested above.  

The decrease in milk lactose proportion agrees with the results previously 

reported by Po et al. (2012) for ewes supplemented with pelleted YM. Yerba mate 

contains hydrolysable tannins, and several researchers have demonstrated that rumen 

microorganisms are able to degrade them, which is followed by absorption and 

accumulation in blood (Murdiati, 1992; Makkar, 2003). After absorption, YM 

compounds may then contribute to limit lactose synthesis. Indeed, YM is rich in 

chlorogenic acid (Bracesco et al., 2011) and Bassolii et al. (2008) have suggested that 

chlorogenic acid can inhibit activity of glucose-6-phosphatase, which is the enzyme 

involved in the final step of gluconeogenesis (Arion et al., 1998). Yerba Mate 

polyphenols also may interfere with intestinal absorption of glucose by reducing gene 

expression of the glucose co-transporter SGLT1 (Hossain et al., 2002). As shown by 

Cermak et al. (2004), flavonoids bind competitively to a site on SGLT1, impeding the 

transport and absorption of glucose.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030214008145#bib0245
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030214008145#bib0215
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Although digestibility of protein in the whole gastrointestinal tract was similar 

among treatments, the amount of YM in the diet was sufficient to lower milk urea N.  

As discussed earlier, YM tannins may have decreased protein degradability in the 

rumen as shown by Hartemink et al. (2015), thus decreasing NH3 absorption and milk 

urea nitrogen. Moreover, YM is a source of the flavonoid rutin, and in vitro studies have 

shown that rutin partly protects dietary protein from ruminal degradation (Leiber et al., 

2012), further corroborating the protective effect of YM against protein degradation by 

rumen microbes. 

Although it has been shown that polyphenols can be secreted in milk (Petit et al., 

2009), YM did not increase polyphenol concentration in milk. As discussed earlier, 

rumen microorganisms are able to degrade hydrolysable tannins (Murdiati, 1992; 

Makkar, 2003) and rumen bacteria such as Clostridium orbiscindens are also capable of 

splitting the scaffold of flavonoids (Schoefer et al., 2003). Furthermore, Berger et al. 

(2012) reported that plasma concentration of quercetin, which is the glycosylated form 

of rutin present in YM, was very low after administration of quercetin aglycone in the 

rumen. The liver is particularly important for the elimination of quercetin and its 

metabolites (Lesser and Wolffram, 2006). Altogether, these results may suggest that 

YM polyphenols are largely degraded by rumen microbiota, which would considerably 

lower their bioavailability and transfer into milk.  

The similar production of conjugated dienes and TBARS in milk suggests that 

YM did not decrease lipoperoxidation in milk. Indeed, CD production represents the 

ability of antioxidants to delay oxidation of polyunsaturated fatty acids (Gladine et al., 

2007) and the malondialdehyde production quantified through the TBARS assay is a 

marker of peroxidation of lipids (Vasconcelos et al., 2007). Reducing power, which is a 

measurement of antioxidant activity in milk, measures the ability of active compounds 

to donate electrons to free radicals thereby converting them into thermodynamically 

stable products (Zhu et al., 2002), which may decrease oxidation of milk lipids. 

Although concentration of total polyphenols in milk was similar among treatments, 

there was a linear increase in reducing power of milk with higher amount of YM in the 

diet. According to Parejo et al. (2000), antioxidant properties of single compounds 

within a group can vary markedly, so that the same levels of phenolics do not 

necessarily correspond to the same antioxidant responses. Moreover, as the response of 

phenolics in the Folin-Ciocalteau assay depends on their chemical structure, the radical-

scavenging capacity of an extract could not be predicted only on the basis of its total 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030214008145#bib0245
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030214008145#bib0215
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polyphenol content (Parejo et al., 2002). Altogether, these results suggest that 

absorption of antioxidants from the gastrointestinal tract and transfer of these 

compounds into milk were likely increased with greater level of YM in the diet. In the 

future, milk polyphenol profile should be analyzed to determine which compound is 

increased and responsible for enhanced reducing power in milk.  

 

5. Conclusions 

 

Inclusion of YM had no effect on DM intake and milk production of lactating 

dairy cows fed a diet with 50 g/kg DM of ground canola seed. Increased 

supplementation of the diet from 0 to 750 g/d DM with YM had no effect on milk 

production or yields of protein and fat, and decreased milk yields of lactose and total 

solids and milk urea N concentration. Digestibility of DM, protein and aNDF was 

similar among diets and ether extract digestibility decreased with the level of YM 

supplementation. Concentrations of total polyphenols and production of CD 

hydroperoxides and TBARS in milk were similar among diets. The reducing power in 

milk was increased with the inclusion level of YM in the diet, thus suggesting that 

oxidative stability of milk can be enhanced with this feeding strategy although it was 

clearly insufficient to overcome the negative effects on milk fat synthesis probably 

caused by the high levels of fat added to diets as ground canola seed. 
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Table 1 

Ingredient and chemical composition of the total mixed diet. 

Item Total mixed diet
a
 

Ingredient (g/kg dry matter)
 
  

   Corn silage 600 

   Corn grain, ground 87 

   Wheat  78 

   Canola seed, cracked 50 

   Soybean meal (480 g/kg crude protein, solvent)  160 

   Sodium bicarbonate 10 

   Minerals and vitamins
b
 15 

Chemial composition
c
  

   Dry matter (g/kg)  616,7 

   Organic matter (g/kg dry matter) 929 

   Crude protein (g/kg dry matter) 155 

   Ether extract (g/kg dry matter) 47.5 

   aNeutral detergent fiber (g/kg dry matter) 390 

   Net energy for lactation (MJ/kg dry matter)
d
 6.57 

a
 Actual values obtained by precise weighing of dietary ingredients. 

b 
Contained (per kg as is basis): Ca, 240 g; P, 60 g; Mg, 15 g; S, 18 g; Na, 78; Fe, 2200 mg; Zn, 3800 mg; 

Cu, 680 mg; Mn, 1105 mg; I, 40 mg; Co, 10 mg; Se, 25 mg; vitamin A, 100000 IU; vitamin D3, 66700 

IU; and vitamin E, 1000 IU. 
c
 One sample obtained from four pool samples prepared by compositing seven daily samples from days 

15 to 21. DM = dry matter, CP = crude protein, aNDF = neutral detergent fiber inclusive of residual ash, 

ADF = acid detergent fiber inclusive of residual ash, NEL= net energy for lactation. 
d
 Net energy for lactation was calculated using published values of feed ingredients (NRC, 2001). 
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Table 2 
Intake of dry matter and digestibility of cows not supplemented (0 g/d), or 

supplemented (250, 500 or 750 g/d) with dried leaves of Yerba Mate in the diet. 

 g/d Yerba Mate  P 

 0 250 500 750 SEM Linear 

effect of 

Yerba 

Mate 

Quadratic 

effect of 

Yerba 

Mate 

Dry Matter intake (kg/d) 19.0 18.3 18.9 19.1 0.28 0.66 0.31 

Dry matter intake of (g/kg 

body weight) 

3.18 3.10 3.22 3.25 0.053 0.32 0.45 

Digestibility (g/kg)        

  Dry matter 756 748 756 759 5.4 0.69 0.56 

  Crude protein 789 763 782 783 7.1 0.96 0.29 

  Ether extract 904 893 879 884 3.8 0.02 0.24 

  aNeutral detergent fiber 606 575 598 600 9.9 0.94 0.33 
2
y=-0,6083x+90,721; R

2
=0,65 

 

 



 

Table 3  
Milk production and composition of Holstein cows not supplemented (0 g/d), or supplemented (250, 500 or 750 g/d) with dried leaves of Yerba 

Mate in the diet. 

 g/d Yerba Mate  P 

 0 250 500 750 SEM Linear effect of 

Yerba Mate 

Quadratic effect 

of Yerba Mate 

Milk production (kg/d) 27. 6 25.0 27.0 26.9 0.69 0.95 0.10 

Milk composition (g/kg)           

   Protein 30.3 30.0 30.0 30.0 0.27 0.57 0.53 

   Fat 28.6 27.9 28.0 28.3 0.77 0.91 0.63 

   Lactose 45.6 44.8 44.1 43.2 0.32 0.00013 0.93 

   Total solids 113.4 111.5 110.7 110.2 0.74 0.044 0.49 

Urea N (mg/dL) 15.6 15.3 15.1 13.7 0.61 0.035 0.39 

SCC, log10/mL 2.03 2.23 2.44 2.09 0.103 0.65 0.17 

Yield of milk components (kg/d)        

   Protein 0.81 0.78 0.80 0.80 0.022 0.88 0.45 

   Fat 0.78 0.74 0.75 0.74 0.030 0.48 0.52 

   Lactose 1.23 1.17 1.18 1.16 0.041 0.21 0.54 

   Total solids 3.07 2.91 2.97 2.93 0.094 0.36 0.45 

Total polyphenols (mg GAE/L) 16.2 10.2 10.4 11.8 1.69 0.38 0.27 

Reducing power (mg GAE/L) 24.3 26.6 32.1 31.6 1.65 0.016 0.54 

Conjugated dienes (mmol/kg of fat) 17.0 19.0 16.6 20.1 0.77 0.37 0.65 

TBARS (mmol MDA equivalent/mL)   15.9 11.7 13.7 15.0 1.51 0.62 0.91 
GAE, gallic acid equivalent; MDA, malondialdehyde; SCC, somatic cell count; TBARS, thibarbituric acid reactive substances. 
3
y=-0,764x+4,6325; R

2
=0,99 

4
y=-0,1045x+11,406; R

2
=0,90 

5
y=0,6215x+16,478; R

2
=0,84 

6
y=2,4782x+21,804; R

2
=0,99 

5
8
 



 

V – Efeito da suplementação com erva mate (Ilex paraguariensis) e 

vitamina E no desempenho, qualidade e lipoperoxidação do leite de 

vacas recebendo dietas contendo grãos de soja 

 

Resumo 

Estudaram-se a inclusão de vitamina E e erva mate na dieta de vacas leiteiras recebendo 

grãos de soja para verificar a transferência do antioxidante para o leite e seus efeitos 

sobre a ingestão, digestibilidade, composição do leite, composição de ácidos graxos no 

leite, bem como os parâmetros antioxidantes no leite (poder de redução, dieno 

conjugado, TBARS e polifenóis). Foram utilizadas quatro vacas multíparas da raça 

Holandês (549 ± 57 kg de peso corporal e 62 ± 15 dias em lactação) distribuídas em 

quadrado latino (4 × 4) com quatro dietas e quatro períodos experimentais. As dietas 

experimentais foram: 1) dieta-controle sem suplementação de erva mate (EMa) e de 

vitamina E (vit. E); 2) Dieta-controle + suplementação de 350 UI de vit E/kg IMS por 

dia; 3) Dieta-controle + suplementação de 3% de EMa/kg de matéria seca (MS) por dia; 

4) Dieta-controle + suplementação de 350 UI de vit E/kg de MS por dia + 

suplementação de 3% de EMa/kg de MS por dia. Cápsulas contendo 10 g de óxido de 

titânio foram inseridas, via sonda esofágica, no rúmen após a alimentação da manhã 

(9h00min) para determinação do fluxo fecal e da digestibilidade. O período 

experimental foi de 28 dias (21 dias de adaptação e 7 dias de coleta). A ingestão de vit E 

diminui a ingestão de MS e outros nutrientes, enquanto a EMa teve efeito positivo sobre 

a ingestão e a digestibilidade de MS. A ingestão de EMa não aumentou a produção de 

leite, até mesmo diminuindo a concentração de proteína e sólidos totais no leite. 

Nenhuma alteração foi observada para a composição em ácidos graxos e nos 

antioxidantes TBARS, dienos conjugados e polifenóis. Entretanto, a suplementação de 

EMa aumentou o poder de redução do leite. Conclui-se que a erva mate é capaz de 

substituir a suplementação de vit E sendo eficaz na transferência do poder antioxidante 

para o leite. 

Palavras-chave: Ácidos graxos, Antioxidantes, Vacas leiteiras, Poder de redução, 

Transferência de antioxidantes 
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Abstract 

We studied the inclusion of vitamin E and mate in the diet of dairy cows fed soybeans 

to verify the transfer of the antioxidant for milk and its effects on intake, digestibility, 

milk composition, fatty acid composition in milk and as antioxidant parameters in milk 

(reduced power, conjugated diene, TBARS and polyphenols). There were four 

multiparous Holstein cows (549 ± 57 kg body weight and 62 ± 15 days in milk) 

distributed in Latin square (4 × 4) with four treatments and four experimental periods. 

The treatments were: 1) Control diet without supplementation yerba mate (YM) and 

vitamin E (vit. E); 2) diet plus supplementation of 350 IU of vit E / kg DMI per day; 3) 

diet plus supplementation of 3% of YM / kg IMS per day; 4) diet plus supplementation 

of 350 IU of vit E / kg DMI daily supplementation + 3% of YM / kg DMI per day. 

Capsules containing 10 g of titanium oxide was inserted into the rumen (by gavage) 

after the morning feeding (9h00min) for determination of fecal flow and digestibility. 

The experimental period was 21 days and then seven days of collection. The intake of 

vit E influenced the DM intake and other nutrients, while YM had a positive effect on 

digestibility of MS. The intake of YM did not increase milk production, even 

decreasing the concentration of protein and total solids in milk. No change was 

observed for the fatty acid composition and TBARS antioxidants, conjugated diene and 

polyphenols. However, supplementation of YM increased the power reduction of milk. 

We can conclude that yerba mate is able to replace the supplementation of vit E is even 

better than the vit E in the transfer of the antioxidant power to the milk. 

Keywords: Antioxidant, Dairy cows, Fatty acids, Reduced power, Transfer of the 

antioxidant 

 

Abreviações: AGMI - ácido graxo monoinsaturado; AGPI - ácido graxo poli-insaturado; 

AGS - ácido graxo saturado; CCS - contagem de célula somática; EE - extrato etéreo; 

EMa - erva mate; FDN - fibra insolúvel em detergente neutro; MO - matéria orgânica; 

MS - matéria seca; PB - proteína bruta; vit E - vitamina E. 

 

1. Introdução 

 

Pesquisas vêm sendo realizadas com objetivo de modificar a proporção dos ácidos 

graxos que compõem a gordura do leite pela inclusão de grãos de oleaginosas como de 
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soja, na dieta de vacas em lactação (Boerman e Lock, 2014), girassol (Razzaghi et al., 

2016), linhaça (Neveu et al., 2014) e canola (Welter et al., 2016).  Em sua maior parte, 

estes trabalhos mostram redução na proporção dos ácidos graxos saturados (AGS) e um 

aumento na proporção dos ácidos graxos poli-insaturados (AGPI) na gordura do leite. 

Entretanto, dependendo da fonte de lipídeos, e do processamento do concentrado 

observa-se queda nos níveis de gordura do leite (da Silva et al., 2007; Neves et al., 

2007), pela formação de alguns isômeros do ácido linoleico conjugado no rúmen, que 

afetam a síntese de novo na glândula mamária. De fato, hoje é bem conhecido que 

fontes ricas em ácidos graxos ômega 6 promovem maior formação de ácidos graxos que 

interferem na síntese de novo na glândula mamária, como o trans-10, cis-12 CLA 

(Bauman e Griinari, 2003). Outra questão observada quando do fornecimento de fontes 

de AGPI na dieta de vacas leiteiras e a incorporação dos mesmos no leite, é que com 

aumento dos AGPI no leite a lipoperoxidação também é aumentada (Havemose et al., 

2006). A oxidação dos ácidos graxos, ou lipoperoxidação, pode levar à formação de 

compostos tóxicos, diminuindo o tempo de prateleira do leite, tornando o leite de 

melhor qualidade, inviável. Diante disso, a inclusão de antioxidantes na alimentação 

animal é uma alternativa para reduzir oxidação dos AGPI presentes no leite, evitar a 

formação de compostos tóxicos e, ainda, melhorar a saúde dos animais que os 

consomem.  

As propriedades da vitamina E (vit E) são inúmeras e uma delas é sua ação 

antioxidante. A vit E quando suplementada juntamente com Selênio (Se) mostra reduzir 

significantemente a incidência de infecções intramamárias e mastite clínica (Zigo et al., 

2014). As funções dos macrófagos e dos neutrófilos mostram ser melhoradas com a 

presença de vitamina E na dieta (Hogan et al., 1992; Hogan et al., 1993). Ainda, 

Ramírez-Mella et al. (2013) observaram que vacas suplementadas com até 12.000 UI de 

vitamina E/vaca/dia tiveram elevação na concentração do CLA cis-9, trans-11 no leite. 

O trabalho realizado na Nova Zelândia com animais a pasto suplementados com vit E 

foi capaz de aumentar a porcentagem de gordura no leite em até 0,23 pontos 

percentuais, porém sem alterar o perfil de ácidos graxos do leite (Kay et al., 2005). 

Nyman et al. (2008) observaram redução na contagem de células somáticas em vacas da 

raça Holandês no início da lactação quando suplementaram os animais com vit E.  

Alguns compostos fenólicos encontrados no chá verde, vinho tinto e no extrato de 

erva mate, também são conhecidos por suas propriedades antioxidantes. O extrato de 

erva mate (EMa), por exemplo, apresenta altos níveis de flavonoides (Gugliucci et al., 
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2009). Um destes compostos fenólicos, o ácido clorogênico, presente em grande 

quantidade na EMa (Bracesco et al., 2011). Este composto é um potente antioxidante 

que podem interferir na expressão génica de enzimas antioxidantes (Jaiswal et al., 2010) 

e também no metabolismo da glicose (Olthof et al., 2001). A EMa possui também altas 

concentrações de taninos e saponinas (Heck e de Mejia, 2007). Segundo de Mejía et al. 

(2010), o sequestro de radicais livres pela EMa foi semelhante ao ácido gálico livre (20 

mg/mL). Além disso, Bastos et al. (2006) demonstram que a eficiência antioxidante da 

infusão do chá de EMa foi similar ao hidroxitolueno butilado (BHT), um antioxidante 

artificial usado em alimentos.  

Diante do apresentado na literatura, a EMa se mostra como uma fonte alternativa 

de antioxidantes para o leite, e hipotetiza-se que os antioxidantes presentes na EMa 

podem ser transferidos ao leite, de forma natural, pelo fornecimento de produtos da 

cultura da EMa na dieta de vacas em lactação, alimentadas com fontes de lipídios, 

proveniente da soja, na dieta.  

Desta forma, o presente trabalho foi realizado visando avaliar a propriedade 

antioxidante da EMa, comparativamente à vit. E, sobre o perfil oxidativo do leite de 

vacas leiteiras alimentadas com grãos de soja. Objetivou-se avaliar os efeitos da 

inclusão de EMa e vit E sobre a produção, composição do leite, composição em ácidos 

graxos na gordura do leite, concentração de polifenóis, TBARS, dienos conjugados, 

poder de redução e estabilidade oxidativa do leite de vacas leiteiras alimentadas com 

ração contendo grãos de soja.  

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Animais, dietas e procedimentos experimentais 

 

O experimento foi realizado de acordo com os as normas do Comitê de Conduta 

Ética no Uso de Animais em Experimentação da Universidade Estadual de Maringá 

(Protocolo número 063/2013). 

Foram utilizadas quatro vacas multíparas da raça Holandês (549 ± 57 kg de peso 

corporal e 62 ± 15 dias em lactação) distribuídas em quadrado latino (4 × 4) com quatro 

dietas e quatro períodos experimentais. Cada período foi composto de 28 dias, sendo 21 

dias para adaptação e sete dias para coleta de dados e amostras. Os animais foram 

alojados em instalações individuais do tipo tie-stall com comedouros e bebedouros 
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individuais. Foram realizadas duas ordenhas diárias (06h30min e 16h00min) e a 

produção de leite foi registrada a cada ordenha, em cada período de coleta. 

A alimentação foi composta por ração total misturada fornecida duas vezes ao dia 

(07h00min e 14h00min) para ingestão ad libitum (10% de sobras na matéria natural). 

As dietas experimentais foram: 1) Dieta-controle sem suplementação de EMa e de vit. 

E; 2) Dieta-controle + suplementação de 350 UI de vit E/kg IMS por dia; 3) Dieta-

controle + suplementação de 30 g/kg de EMa/kg de MS por dia; 4) Dieta-controle + 

suplementação de 350 UI de vit E/kg de MS por dia + suplementação de 30 g/kg de 

EMa/kg de MS por dia. A fonte da vitamina E utilizada foi em forma de α-tocophryl em 

pó. A EMa utilizada foi do tipo cancheada, pura folha (marca Ervateira 81, Turvo, PR) e 

apresentou a seguinte composição média: 96,6% de matéria seca (MS); 14,6% de 

proteína bruta (PB) 2,7% de extrato etéreo (EE) e, 46,0% de fibra detergente neutro 

(FDN). A suplementação da EMa e de vit E foi realizada diariamente, diretamente no 

cocho sendo misturada manualmente à dieta. A dieta (Tabela 1) foi formulada para 

atender às exigências nutricionais de vacas em lactação de acordo com o NRC (2001). 

Do 11º ao 20º, uma cápsula contendo 10 g de óxido de titânio foi inserida no 

rúmen (via sonda esofágica) após a alimentação da manhã (9h00min) para determinação 

do fluxo fecal e digestibilidade. 

Do dia 14º ao 28º dia de cada período experimental, amostras das rações, erva 

mate e sobras foram colhidas e armazenadas a -20ºC. As fezes foram colhidas 

diretamente da ampola retal dos animais 02 h após a alimentação e armazenadas a -

20ºC. Posteriormente foi feito um pool das amostras, resultando em uma única amostra 

por animal por período as quais foram secas em estufa de ventilação forçada (55ºC por 

72h) e moídas através de peneiras com crivo de 1 mm em um moinho Wiley para 

posterior análise bromatológica.   

No 27º e 28º dia, amostras de leite compostas foram colhidas nas quatro ordenhas 

consecutivas. Em seguida, após mistura das amostras das ordenhas da manhã e da tarde 

dos dois dias foram coletados e encaminhados para análises laboratoriais. Para a 

determinação da composição do leite (proteína, lactose, gordura, ureia e CCS), as 

amostras foram armazenadas em frascos contendo bronopol-B2 a 4ºC. Para 

determinação de polifenóis, dieno conjugado, poder de redução e TBARS, as amostras 

foram armazenadas em frascos contendo azida sódica (0,2 g/kg) a -20º C, e para a 

análise da composição de ácidos graxos da gordura do leite, as amostras foram 

armazenadas a -20ºC sem conservantes.  
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2.2. Análises químicas 

 

A estimativa da excreção fecal foi obtida a partir da recuperação do indicador 

externo dióxido de titânio (TiO2), segundo Myers et al. (2004) e a concentração de 

dióxido de titânio foi obtida em espectofotômetro. 

A matéria seca (MS) da dieta, sobras e das fezes foram determinadas em estufa 

com ventilação forçada de acordo com o procedimento 934-01 (AOAC, 1990). 

Amostras da ração, das sobras e das fezes foram analisadas para determinação de 

nitrogênio total (NT), EE, FDN. O NT foi determinado de acordo com o método 988.05 

(AOAC, 1998) utilizando o equipamento Tecnal TE-036/1 (Tecnal, Piracicaba, São 

Paulo, Brazil) e a PB foi estimada a partir do NT x 6,25. O EE foi determinado por meio 

do equipamento Extrator de gordura da ANKOM de acordo com o método 920.39 

(AOAC, 1998). A FDN foi avaliada como descrito por ANKOM (2011) usando a 

enzima α-amilase estável à temperatura, sem a utilização de sulfito de sódio. O 

procedimento da determinação de FDN foi adaptado para a técnica de saco-filtro F57 

ANKOM200. A matéria orgânica (MO) foi determinada em mufla de acordo com o 

procedimento 942,05 (AOAC, 1998). 

A produção de dienos conjugados (DC) no leite foi avaliada pela técnica descrita 

por Kiokias et al. (2006) com as seguintes modificações: as amostras (50 µL) foram 

acrescidas de 2,5 mL de uma solução de iso-octano/2-propanol (2:1 v v-1) e misturadas 

por 10 segundos e, em , as amostras foram filtradas (filtros de membrana 0,22 µm 

PTFE). A absorbância foi medida a 232 nm usando um espectrofotômetro Evolution 

300 (Thermo Scientific, EUA). A produção de dieno conjugado foi calculada como 

segue: CD (mmol/kg de gordura) = (A/27)/[(a*b)/100000*(c + b/1000)]; em que a = 

absorbância a 232 nm; a = proporção de gordura no leite (g/100 g); b = volume da 

amostra (µL); e c = volume da mistura (mL). A análise de TBARS foi realizada de 

acordo com Payá et al. (1992) com as seguintes modificações, em que uma alíquota de 

500 µL do leite foi transferida para tubos Falcon de 15 mL contendo 2,0 mL de solução 

de ácido tiobarbitúrico (TBA 1%, TCA 15% e HCl 562,5 mM). As amostras foram 

aquecidas em banho fervente (100°C) durante 15 min, resfriadas em água gelada 

durante 5 min. e depois centrifugadas por 15 min a 3.000 rpm. A leitura foi feita em 

espectrofotômetro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA) a 540 nm. Os resultados 

foram expressos em concentração de malondialdeído (MDA) (mmol/mL).   
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A força de redução aos íons férricos (PRed) foi determinada conforme descrito 

por Zhu et al. (2002) com as seguintes modificações: as proteínas do leite foram 

precipitadas pela adição de 1,0 mL de solução de ácido tricloroacético (20%; v/v) em 

1,0 mL de leite. A mistura foi agitada por 10 min e centrifugada a 1.058 × g for 10 min 

a 20°C. Em tubos protegidos da luz, uma alíquota do soro do leite (1,0 mL) foi 

misturada a 2,5 mL de solução tampão fosfato (50 mmol/L, pH 7,0) e 2,5 mL de 

ferricianeto de potássio [K3Fe(CN)6] (1,0%). A absorbância foi medida a 700 nm em 

um espectrofotômetro Evolution 300 (Thermo Scientific, EUA).  

O total de polifenois das amostras foi determinado de acordo com o método de 

Folin and Denis (1912), oxidando a amostra diluída com o reagente Folin-Ciocalteu por 

3 min. Essa reação foi neutralizada com uma solução de carbonato de sódio 10% 

(2 mL). Essa solução foi deixada no escuro por 1 h, antes da leitura em um 

espectofotômetro a 700 nm. O total de polifenóis foi calculado a partir de uma curva-

padrão a qual foi construída usando ácido gálico como padrão expressa em miligramas 

de ácido gálico equivalente (GAE) por grama de amostra.  

A composição química do leite foi analisada por espectroscopia infravermelha 

(Bentley model 2000; Bentley Instrument Inc., Chaska, MN, USA). A contagem de 

células somáticas foi obtida usando contador eletrônica (Somacount 500, Chaskam Mn, 

USA) como descrito por Voltolini et al. (2001). Para estimar o perfil de ácidos graxos 

do leite, a gordura foi separada por centrifugação, conforme a descrição feita por 

Murphy et al. (1995) e os ácidos graxos foram metilados de acordo com o método 5509 

da ISO (1978) usando KOH/metanol (Synth, São Paulo, Brazil) e n-heptano (Vetec, Rio 

de Janeiro, RJ, Brazil). Os ésteres metílicos de ácidos graxos foram quantificados em 

cromatógrafo gasoso (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, West Palm Beach, Florida, 

USA) autoamostrador, equipado com detector de ionização de chama a 240°C e coluna 

capilar de sílica fundida (100 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,20 

μm, Restek 2560). O fluxo de gases foi de 1,5 mL/min de H2 (gás de arraste), 30 

mL/min para N2 (gás auxiliar) e 35 e 350 mL/min, respectivamente, para o H2 e ar 

sintético (gases para chama). A temperatura inicial da coluna foi estabelecida em 65°C, 

mantida por 8 min, elevada a 170°C a uma taxa de 50°C/min, mantida por 40 min, 

chegando a 240°C de temperatura final, sendo elevada a uma taxa de 50°C/min e 

mantida por 28,5 min. A quantificação dos ácidos graxos da amostra foi efetuada por 

comparação com o tempo de retenção de ésteres metílicos de ácidos graxos de 

amostras-padrão (Sigma Aldrich). 
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2.3. Análises estatísticas 

 

Os dados foram analisados utilizando o procedimento MIXED do software 

estatístico SAS (2000; SAS Institute, Cary, NC, USA), dentro de um arranjo factorial 2 

x 2, de acordo com o quadrado latino 4 x 4 com o seguinte modelo geral:  

 

Yijkl = µ + Ti +Pj+Ak+eijkl 

 

em que Yijkl é a variável dependente, µ é a média geral, Ti é efeito fixo de tratamento (i 

= 1 a 4), Pj é o efeito fixo do período (j = 1 a 4), Ak é o efeito aleatório do animal (k= 1 

a 4); eijkl é o erro aleatório do resíduo. Os tratamentos foram comparados para 

proporcionar contrastes fatoriais: (1) EMa versus sem EMa, (2) vit E versus sem vit E, e 

(3) a interação entre EMa e vit E. O critério de akaike's corrigido (AICC) foi utilizado 

para determinar a estrutura de covariância mais adequada. Os resultados foram 

apresentados como médias dos mínimos quadrados e erro-padrão da média (SEM). 

Diferenças significativas foram fixadas em P < 0,05 e tendências de 0,05 < P > 0,10. 

Sempre que significativa, a interação entre EMa e vit E foi decomposto em 

comparações simples usando a opção slice do procedimento MIXED do SAS. 

 

3. Resultados e discussão 

 

As diferentes dietas influenciaram a ingestão de matéria seca (Tabela 2) tanto com 

as suplementações de vit E (P=0,04) quanto para a vit E associada com EMa (P=0,07). 

A diminuição da ingestão de MS com vit E diferiu dos resultados encontrados por 

O’Donnell-Megaro et al. (2012) que observaram aumento no consumo de vacas leiteiras 

suplementadas com vit E. Da mesma forma, Celi e Raadsma (2010) mostraram que a 

erva mate aumenta a ingestão de MS em cordeiros e este resultado não foi observado 

sobre a ingestão de vacas leiteiras. Porém, quando a EMa foi adicionada juntamente 

com a vit E na dieta ocorreu uma tendência a efeito positivo na ingestão. 

Comportamento semelhante foi observado para ingestão de MO. Houve interação da vit 

E e a EMa sobre a ingestão de PB (P = 0,03), sendo um efeito positivo (Tabela 2). A 

menor ingestão de FDN (P=0,03) foi observada para suplementação de vit E. De modo 

geral o impacto negativo da vit E sobre o consumo da MS e nutrientes (MO, PB e FDN) 

das dietas foram neutralizados quando a suplementação da vit E foi feita juntamente 
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com a EMa. A maior digestibilidade da MS para dietas com adição de erva mate pode 

ter refletido em efeitos positivos, sobre o consumo. Provavelmente, a ação da saponina, 

presente em grande quantidade na EMa, pode se ligar aos ácidos biliares reduzindo a 

absorção de vitaminas lipossolúveis, como a vit E (Jenkins e Atwal, 1994). Contudo a 

adição de vit E não teve reflexo na digestibilidade (Tabela 2).  

A adição de erva mate nas dietas proporcionou maiores digestibilidade para MS 

(P=0,04) e matéria orgânica (P=0,07). Hartemink et al. (2015) estudaram o efeito da 

digestibilidade de erva mate in sacco e in vitro obtiveram resultados conflitantes para as 

duas metodologias. Enquanto que a digestibilidade de MS in sacco não resultou em 

diferença com vacas a pastos, os resultados da digestibilidade de MS in vitro foram 

aumentados o que corrobora com os resultados obtidos neste trabalho. A saponina 

presente em grande quantidade na EMa pode ser responsável pelos aumentos na 

digestibilidade da MS e MO. Embora a molécula de saponina reduza a fermentação do 

rúmen, aumentos na digestibilidade no intestino delgado podem ter ocorrido como 

observado por Lu e Jorgensen (1987) com reflexo positivo na digestibilidade total. Para 

digestibilidade de PB (P=0,03) verificou-se interação da suplementação de vit E e EMa. 

Na presença da EMa os efeitos negativos da vit E sobre a digestibilidade da PB foram 

anulados. O tanino está presente em grande quantidade na EMa (Heck e de Mejia, 

2007); este composto polifenólico se liga à proteína impedindo a sua degradação no 

rúmen e aumentando a proteína não degradável no rúmen o que aumenta o fluxo de 

proteína para o intestino (Dentinho et al., 2007). Ainda a EMa possui fatores 

antinutricionais contrários à digestibilidade de FDN e EE. O efeito contra FDN é 

causado pela inibição das enzimas microbianas responsáveis pela fermentação da fibra 

(Makkar et al., 2007). Em relação ao EE, o tanino pode causar a inibição da lipase 

(Sugimoto et al., 2009; Martins et al., 2010). Contudo nenhum efeito sobre essas duas 

variáveis foi encontrado nesse experimento. Provavelmente é devido aos diferentes 

espécies e formas de tanino (hidrossolúvel vs condensado) e a porcentagem incluída na 

dieta e seu efeito associativo com outros ingredientes.  

Não houve interações da vit E e EMa para produção de leite, gordura, proteína, 

lactose, sólidos totais e ureia no leite, contagem de células somáticas (CCS) (P > 0,10) 

conforme a Tabela 3. Apesar de resultados encontrados por Celi e Raadsma (2010) ao 

fornecerem EMa para vacas leiteiras, observaram aumento na produção. Os resultados 

observados neste trabalho não foram influenciados pela suplementação de EMa (P > 

0,10). A proteína (P = 0,04) do leite diminuiu quando o animal recebeu 3% de EMa/kg 
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de MS por dia.  A EMa pode reduzir a fermentação ruminal da proteína devido pela 

presença da saponina que diminui a população de protozoários no rúmen (Lu e 

Jorgensen, 1987; Wallace et al., 1994; Klita et al., 1996). Da mesma forma a presença 

de tanino na EMa proporciona menor degradabilidade da proteína. Por consequência, 

haveria aumento na concentração de proteína não degradada no rúmen que levaria a um 

aumento da proteína no leite (Wright et al., 1997). Entretanto, o que se observou foi a 

diminuição da proteína do leite quando vacas leiteiras foram alimentadas com EMa. Os 

sólidos totais do leite de vacas suplementadas com EMa reagiram da mesma maneira 

diminuindo sua concentração quando as vacas recebiam a dieta contendo EMa. Houve 

tendência de queda na CCS (P = 0,09) quando as vacas foram suplementadas com vit E. 

Todavia, na literatura não há ocorrências do mesmo e o efeito causador é desconhecido. 

Ainda na Tabela 3 verifica-se que a EMa foi capaz de aumentar o poder de 

redução do leite (P=0,001). Huang et al. (2014), em estudo em laboratório, observaram 

maior resposta do poder de redução, 2,2-difenil-1-picril-hidrazi (DPPH) e 2,2’azino-

bis(3-etilbenzotiazoline-6-ácido sulfônico (ABTS) à medida que os níveis de erva mate 

aumentaram de 100 a 500 ppm. O poder de redução não está sempre ligado com a 

atividade oxidante do composto uma vez que os agentes oxidantes agem de forma 

distinta entre si (Cheng e Li, 2004). Contudo, a erva é conhecida pelo seu poder 

antioxidante, e por vários autores é possível afirmar que os resultados encontrados nesse 

trabalho demonstram que a suplementação de EMa foi eficaz ao aumentar a atividade 

antioxidante do leite (Bastos et al., 2007; Celi e Raadsma, 2010; de Mejía et al., 2010).  

De acordo com Bracesco et al. (2011), a EMa possui 92 mg de polifenóis nas suas 

folhas e caules, porém esse elevado nível não foi capaz de aumentar a concentração de 

polifenóis no leite (P>0,10). Os resultados contidos na Tabela 3 demonstraram que as 

diferenças entre as dietas, nas variáveis de dieno conjugados, polifenóis e TBARS não 

foram significativas. Estes são marcadores de oxidação dos ácidos graxos. Assim com 

base nestes métodos verificou-se que nem a vit E nem a EMa foram capaz de reduzir a 

oxidação do leite.  

 As médias das dietas para ácidos graxos na gordura do leite (P>0,10) não foram 

influenciadas pela suplementação com erva mate ou vit E (Tabela 4). Esta resposta, 

provavelmente, se deve ao fato que em todas as quatro dietas a quantidade de grãos de 

soja foi a mesma. De fato, não se esperava que a adição de Ema tivesse algum efeito no 

perfil de ácidos graxos no leite. Os altos valores do erro-padrão da média (EPM) 
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mostram grande variação nos dados obtidos não permitindo que as diferenças fossem 

significativas. 

 

4. Conclusão 

 

A erva mate aumentou o poder de redução do leite além de melhorar a 

digestibilidade da matéria seca e da proteína bruta.  

A suplementação de ambas as fontes de antioxidantes foi capaz de aumentar a 

ingestão de matéria seca, matéria orgânica e proteína apesar de não afetar a produção de 

leite.  

Portanto, a suplementação de erva mate pode substituir totalmente a 

suplementação de vit E. 
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Tabela 1  
Ingredientes, composição química das quatro dietas.  

Item Dieta total misturada 

Ingrediente (g/kg DM)     

 Cont Vit E EMa Vit E & 

EMa 

Silagem de milho 600,0 600,0 570,0 570,0 

Erva mate 0,0 0,0 30,0 30,0 

Milho moído 170,6 170,6 170,6 170,6 

Grão de soja triturado 172,0 172,0 172,0 172,0 

Farelo de soja 45,0 45,0 45,0 45,0 

Fosfato bicálcico 3,0 3,0 3,0 3,0 

Suplemento mineral e vitamínico
1
 9,4 9,4 9,4 9,4 

Vit E (UI/kg MS) 0,0 350,0 0,0 350,0 

Análises químicas (base na MS)
2
 

Proteína bruta (g/kg MS) 145,1 145,1 146,1 146,1 

Extrato etéreo (g/kg MS) 65,2 65,2 65,9 65,9 

Fibra em detergente neutro (g/kg MS) 423,4 423,4 413,2 413,3 

Energia líquida de lactação (Mcal/kg 

MS)
3
 

1,63 1,63 1,63 1,63 

Ácidos graxos (g/kg de ácidos graxos) no 

óleo extraído do grão de soja
4
 

16:0 118,0 118,0 118,0 118,0 

18:0 20,0 20,0 20,0 20,0 

Cis9 18:1 258,0 258,0 258,0 258,0 

Cis6 18:2 545,0 545,0 545,0 545,0 

Cis3 18:3 46,0 46,0 46,0 46,0 

Não identificados 13,0 13,0 13,0 13,0 
1 
Composição média (por kg do produto): Ca 240 g; P 60 g; Mg 15,0 g; S 18,0 g; Na 78,0; Fe 2.200 mg; 

Zn 3.800 mg; Cu 680 mg; Mn 1.105 mg; I 40 mg; Co 10 mg; Se 25 mg; vitamina A 100.000 IU; vitamina 

D3 66.700 IU; e vitamina E 1.000 IU. 
2 
Amostra obtida de quatro amostras compostas  preparadas por meio da mistura homogênea das amostras 

diárias coletadas entre os dias 15 a 21.  
3 
Estimado a partir de valores publicados para cada ingrediente (ELL (Mcal/kg de MS) = 0,0245 x 

NDT(%) – 0,12) (NRC, 2001). 
4 
Composição em ácidos graxos obtido da publicação de Lima et al. (2015). 
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Tabela 2 

Ingestão de matéria seca, produção de leite e composição do leite de vacas da raça 

Holandês suplementadas com erva mate e vitamina E. 

 
Dietas

1
  

P 

Contrastes 

Item  Cont Vit E EMa Vit E & EMa EPM
2
 EMa

3
 Vit E

4
 Int

5
 

Ingestão (kgMS/d)         

MS 15,99 15,03 16,06 16,47 0,450 0,42 0,04 0,07 

MO 15,01 14,21 15,00 15,43 0,433 0,55 0,08 0,07 

PB 2,54 2,28 2,67 2,66 0,12 0,02 0,01 0,03 

EE 0,93 0,93 0,92 0,97 0,099 0,26 0,43 0,26 

FDN 5,68 5,39 5,90 5,93 0,189 0,38 0,03 0,31 

Digestibilidade (g/kg)         

MS 717,2 680,8 718,9 705,3 0,924 0,04 0,20 0,26 

MO 738,2 704,7 735,3 725,8 0,986 0,07 0,39 0,26 

PB 773,7 714,1 775,1 757,5 0,981 0,02 0,02 0,03 

EE 741,0 719,9 751,4 721,5 3,080 0,43 0,85 0,089 

FDN 572,5 499,0 549,8 539,7 2,020 0,10 0,65 0,17 
1 

Cont - Dieta controle sem suplementação de EM e sem vit E; vit E – Dieta-controle + suplementação de 

350 UI de vit E/kg de MS/dia; EMa - Dieta controle + suplementação de 3% de EMa/kg de MS/dia; vit 

E& EMa - Dieta controle + suplementação de 350 UI de vit E/kg de MS/dia + suplementação de 3% de 

EMa/kg de MS/dia. 
2 
EPM = Erro-padrão da média. 

3
 Contraste entre os tratamentos com EMa e sem EMa. 

4
 Contraste entre os tratamentos com vit E e sem vit E.  

5 
Verificação do efeito associativo da vit E com a EMa. 
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Tabela 3 

Ingestão de matéria seca, produção de leite e composição do leite de vacas da raça 

Holandês suplementadas com erva mate e/ou vitamina E 

 
Tratamentos

1
  

P 

Contrastes 

Item  
Cont Vit E EMa 

Vit E & 

EMa 
EPM

2
 EMa

3
 Vit E

4
 Int

5
 

Produção de leite (kg/d) 23,7 22,5 22,9 23,05 0,53 0,61 0,90 0,52 

Composição do leite (g/kg)       

Gordura 38,3 38,9 38,2 37,2 1,57 0,85 0,58 0,64 

Proteína 31,3 30,5 30,8 30,1 0,62 0,04 0,18 0,91 

Lactose 45,9 45,5 46,5 44,5 0,80 0,16 0,83 0,35 

Sólidos totais 125,4 123,5 125,1 122,4 2,54 0,02 0,42 0,64 

CCS, (log10/mL)
6 

1,96 1,76 1,91 1,74 0,18 0,09 0,70 0,86 

N-Ureico (mg/dL) 10,89 10,22 10,79 9,97 0,66 0,17 0,73 0,88 

TBARS (nmol of MDA
7
/L)  6,17 5,61 6,41 6,94 0,68 0,49 0,88 0,75 

Dieno conjugado (mmol/kg of fat) 68,49 64,95 62,42 62,59 3,24 0,79 0,51 0,77 

Poder de redução (µg GAE/mL)   11,61 10,66 12,05 10,64 0,59 0,001 0,36 0,32 

Polifenóis (µg QE/mL) 11,11 10,56 10,01 11,00 0,44 0,81 0,72 0,41 
1 

Cont - Dieta controle sem suplementação de EM e sem vit E; vit E - Dieta controle + suplementação de 

350 UI de vit E/kg de MS/dia; EMa - Dieta controle + suplementação de 3% de EMa/kg de MS/dia; vit 

E& EMa - Dieta controle + suplementação de 350 UI de vit  E/kg de MS/ dia + suplementação de 3% de 

EMa/kg de MS/dia. 
2
 EPM = Erro-padrão da média. 

3 
Contraste entre os tratamentos com EMa e sem EMa 

4
 Contraste entre os tratamentos com vit E e sem vit E  

5
 Verificação do efeito associativo da vit E com a EMa 

6 
Contagem de células somáticas; 

7 
MDA = malonaldeído 
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Tabela 4 

Composição de ácidos graxos (g/100 g de ácidos graxos) na gordura do leite de vacas da 

raça Holandês alimentadas com soja e suplementadas com de erva mate e/ou vitamina E 

 Dietas
1
 

EPM
2
 

P Contrastes 

Cont Vit E EMa 
Vit E & 

EMa 
EMa

3
 Vit E

4
 Int

5
 

C4:0 0,71 0,50 0,71 0,85 0,1339 0,8872 0,4963 0,4618 

C6:0 1,20 0,94 1,07 1,36 0,1838 0,9805 0,6695 0,4252 

C12:0 7,74 5,75 6,86 7,90 1,1611 0,6441 0,9532 0,3420 

C14:0 23,53 20,81 22,29 24,14 4,1125 0,8930 0,9510 0,3294 

C15:0 2,67 2,04 2,01 2,84 0,3960 0,9246 0,8975 0,3270 

C15:1 0,02 0,02 0,01 0,02 0,0872 0,5832 0,4833 0,1411 

C16:0 38,83 38,91 34,26 35,73 3,981 0,5441 0,2602 0,3181 

C17:1 0,33 0,19 0,15 0,21 0,0315 0,1872 0,4631 0,0905 

C18:0 13,56 19,27 18,84 16,98 2,8165 0,7235 0,6886 0,5241 

C18:1n9t 6,47 6,45 6,91 6,43 4,7751 0,2314 0,2313 0,5893 

C18:2n6t 0,09 0,40 0,01 0,26 0,0267 0,4242 0,4387 0,3695 

C18:2n6c 0,20 0,29 0,32 0,32 0,0839 0,9560 0,9121 0,5102 

C18:3n6 0,29 0,22 0,17 0,26 0,1132 0,8511 0,9582 0,7161 

C18:3n3 2,03 1,73 1,80 1,72 0,6776 0,5100 0,4532 0,4923 

C20:0 0,01 0,04 0,17 0,01 0,4141 0,4699 0,4402 0,2727 

C20:1 0,01 0,15 0,16 0,04 0,0255 0,9387 0,9387 0,2780 

C21:0 0,14 0,07 0,01 0,11 0,3199 0,5115 0,8054 0,1923 

C20:2 0,41 0,39 0,34 0,36 0,6630 0,7169 0,9983 0,8574 

C22:0 0,01 0,05 0,07 0,08 0,0230 0,2957 0,5456 0,7029 

C20:3n6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0027 0,2508 0,3464 0,6480 

C22:1n9 0,01 0,00 0,00 0,01 0,0025 0,9979 0,7262 0,5648 

C20:3n3 0,02 0,01 0,02 0,02 0,0094 0,8762 0,7007 0,7811 

C20:4n6 0,01 0,00 0,01 0,01 0,0011 0,7917 0,1983 0,1836 

C23:0 0,17 0,12 0,12 0,08 0,0277 0,4196 0,3454 0,9790 

C22:2 0,02 0,01 0,00 0,01 0,0015 0,5090 0,3063 0,5520 

C24:1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,0038 0,1330 0,7182 0,7160 

C22:6 n3 0,03 0,02 0,02 0,03 0,0039 0,9243 0,6490 0,1730 

Outros 1,51 1,64 2,68 0,23 0,1546 0,9439 0,8582 0,5318 

Total 100,0 100,00 100,0 100,0     
1
Cont – Dieta-controle sem suplementação de EM e sem vit E; vit E - Dieta controle + suplementação de 

350 UI de vit E/kg de MS/dia; EMa - Dieta controle + suplementação de 3% de EMa/kg de MS/dia; vit 

E& EMa - Dieta controle + suplementação de 350 UI de vit E/kg de MS/dia + suplementação de 3% de 

EMa/kg de MS/dia. 

2EPM = Erro-padrão da média. 
3
 Contraste entre os tratamentos com EMa e sem EMa 

4
 Contraste entre os tratamentos com vit E e sem vit E  

5
 Verificação do efeito associativo da vit E com a EMa 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VI – CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 

 

A suplementação de antioxidantes naturais para vacas leiteiras se mostrou uma 

boa alternativa para reduzir os efeitos negativos encontrados em vários estádios da vaca 

leiteira. Durante o início da lactação a lignana encontrada na casca da linhaça foi capaz 

de reduzir a perda de peso das vacas e aumentar a ingestão de matéria seca. Apesar dos 

níveis sanguíneos de ácidos graxos não esterificados e de beta hidroxibutirados não 

serem alterados pelo tratamento.  

A lignana não alterou a lipoperoxidação sanguínea e nem no leite, porém a 

suplementação de erva mate aumentou o poder de redução no leite de vacas nos dois 

experimentos. A erva mate também diminui os níveis de lactose no leite sem alterar a 

produção, além de reduzir o N-ureico do leite. A suplementação de erva mate com 

vitamina E foi capaz de aumentar a ingestão de MS apesar de não afetar a produção de 

leite. Portanto, a suplementação de erva mate foi capaz de substituir a suplementação de 

vit E sendo até melhor que a vit E na transferência do poder antioxidante para o leite. 

O fornecimento de fonte de antioxidantes naturais é capaz de melhorar o perfil 

oxidativo do leite de vacas leiteiras além de outros benefícios fisiológicos.  


