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"Ndo sdo necessarios nem grande arrojo de phantasia nem genio de calculo para imaginar que
preciosa mina a lavoura alemtejana tem a explorar na cultura do tremoceiro. Realisa uma
economia formidavel, e ao mesmo tempo organisa-se, entendendo por organizag¢do a
circulagdo conveniente dos elementos em jogo, de modo a havel-os a tempo e horas e em
quantidade bastante, sem quebra da fertilidade primitiva, antes elevando-a de colheita para

colheita."”

"A Cultura Economica do Trigo"- José M. Tavares da Silva -Empreza Typographica

Eborense - Evora, 1906.
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ADF - Acid Detergent Fiber (Fibra Insohivel em Detergente Acido)
ADL - Acid Detergent Lignin ( Lenhina no Residuo de ADF )
ALC - Alcal6ides

BS - Bagago de Soja
CEL. - Celulose
CM - Coeficiente de Maturagdo

CMV - Concentrado de Minerais ¢ Vitaminas

D - Digestibilidade da Matéria Orgénica em Relagdio a Matéria Seca
DADF - Digestibilidade do ADF

DFB - Digestibilidade da Fibra Bruta

DL - Dose Letal

DMO - Digestibilidade da Matéria Orgénica

DMS - Digestibilidade da Matéria Seca

DNDF - Digestibilidade do NDF

DP - Desvio Padrdo

DPB - Digestibilidade da Proteina Bruta
EE - Extracto Etéreo

EM - Energia Metabolizavel

EPM - Erro Padréio da Média

HEM - Hemicelulose

HCS - Hidratos de Carbono Soliveis

HRQIMG - Humidade Referida ao Queijo Isento de Matéria Gorda
LH - Hormona Luteinizante

MGRRS - Matéria Gorda Referida ao Residuo Seco

MS - Matéria Seca

N - azoto
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- Tremogo
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RESUMO

ESTUDO DO VALOR ALIMENTAR DA TREMOCILHA BRAVA (Lupinus luteus L.), EM
OVINOS, E DO SEU EFEITO SOBRE A COMPOSICAO QUIMICA DO LEITE E
QUALIDADE DO QUEILJO DE SERPA

Augusto Joaquim de Carvalho Lan¢a

O objectivo deste trabalho foi averiguar se o sabor amargo e as propriedades anti-microbianas
dos alcaléides da tremocilha brava afectavam a ingestio e utilizagio digestiva da dieta, a
composigdo quimica do leite e a qualidade do queijo de ovelha. Numa 1* experiéncia comparou-se
um suplemento de tremocilha brava (TB) (1,0% alcal6ides) com suplementos constituidos por
variedades doces de tremogo (T) e tremogo-de-folhas-estreitas (TFE), ¢ com um suplemento
testemunha de bagaco de soja (BS). Esta suplementagdo foi fornecida aos animais com feno de baixa
qualidade e de modo a manter as dietas isoazotadas. Quer a ingestdo de MS total (g/KgPV9:75) quer
a DNDF e DPB das 4 dietas ndo diferiram significativamente entre si. A DMO da dieta TB (72,0%),
ndo diferiu significativamente (P>0,05) das apresentadas pelas dietas BS (70,5%) ¢ T (74,2%) mas
foi inferior 4 da dieta TFE (77,5%), a que continha maior proporgdo de concentrado. Também a
DADF da dieta TB (66,4%) ndo diferiu significativamente das determinadas nas dietas BS (61,0%)
e T (69,6%) mas foi inferior 4 da dieta TFE (74,4%). Tanto os valores do balanco azotado de cada
dieta como os coeficientes de digestibilidade dos suplementos nio mostraram diferencas
significativas. ,

Numa 2° experiéncia estudou-se o efeito dos alcaléides da TB sobre a actividade microbiana
do liquido ruminal ovino incubado in vitro. Num primeiro conjunto de incubagdes submeteu-se 0
liquido ruminal a 6 concentragdes crescentes de esparteina (0, 1, 2, 3, 4 ¢ 5 mM). Ao fim de 24h de
incubagdo, os liquidos ruminais sem esparteina produziram significativamente mais gas (603 ml)
(P<0,05) do que aqueles em que a concentragio do alcaléide foi de 2 mM (578 ml), 3 mM (570 ml),
4 mM (573 ml) e 5 mM (567 ml). Também s 6 ¢ 12 h de incubagdo se assistiu a um declinio da
produgiio de gis conforme aumentou a concentragdo de esparteina (P<0,05), que foi no entanto mais
nitido as 6 h, com as maximas concentragdes a registarem apenas 61% do gds produzido nos
fermentadores testemunha (P<0,05). A concentragio de N-amoniacal s6 apresentou valores
significativamente diferentes (P<0,05) as 12 h da fermentagao, com o liquido ruminal sem esparteina
a exibir uma concentra¢io de N-amoniacal de 34,2 mg/100ml, inferior ao teor de 37,0 mg/100 ml
dos fermentadores com 1 e 3 mM de esparteina e 37,9 e 38,0 mg/100ml naqueles com 4 e 5 mM. Os
valores do pH do liquido ruminal livre de esparteina foram sempre inferiores aqueles registados nas
outras concentragdes, mas s6 as 6 € 12 h e para as duas concentragSes miximas estas diferengas
foram significativas (P<0,05). O pH registado nos fermentadores correspondentres as situagdes
extremas (0 e 5 mM) foram, respectivamente, de 6,86 ¢ 7,20 as6hede 6,17 ¢ 6,40 as 12 h. Noutro
conjunto de incubagdes, comparou-se a vitalidade do liquido ruminal quando incubado com
tremocilha brava ou com a mesma quantidade de tremocilha doce Topaz aos niveis de 5, 10 e 15 g
de MS. Em qualquer das situagdes ndo se obtiveram producdes de gas significativamente diferentes,
3 excepcdo do nivel de 5 g 4s 12 h em que a TB originou mesmo uma maior produgiio de gis
(P<0,05). Ao cabo de 12 e 24 h de incubacdo registaram-se também diferencas significativas
(P<0,05) nos valores do pH, com os fermentadores com TB a apresentarem um pH inferior aos da
tremocilha doce.

Numa 3* experiéncia estudou-se a acgdo da flora ruminal ovina sobre os alcaléides da
tremocilha brava i vitro. Incubaram-se pequenas quantidades de tremocilha (0,5 g MS) em liguido
ruminal e megiram-se as concentragdes de lupinina, esparteina, gramina e lupartina no- ilicio das
fermentagdes, assim como as 24h e as 48 h. A concentragdo do alcaléide maioritério, a ldpinina, néo
sofreu alteragdo significativa (P>0,05), sendo de 65,5 pg/ml & hora 0 e de 67,3 pg/ml as 48 h. As
concentragdes dos outros alcalGides alteraram-se significativamente durante a fermentagdo. A
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quantidade de esparteina diminuiu ligeiramente mas de uma maneira significativa, passando de 8,4 p
g/ml as 0 h para 7,0 pg/ml as 48 h (P<0,05) enquanto que a de gramina baixou abruptamente de 5,4
pg/ml para 0,5 pg/ml logo as 24 h, sendo quase nula s 48 h (0,2 pg/ml) (P<0,001). Os teores em
lupanina subiram de forma continua passando de 3,8 pg/ml para 8,2 pg/ml no final das incubagdes
(P<0,001). No entanto, a quantidade total de alcaldides presentes no meio nd3o se alterou
significativamente (P>0,05).

Numa 4* experiéncia estudaram-se, em ovelhas Serra da Estrela, as modificagdes originadas
por dietas com 0, 15 e 30% de tremocilha brava (0%-TB, 15%-TB e 30%-TB) sobre a produgio de
leite e sua composigdo quimica, a ingestdo de MS e variag#o do peso vivo (PV). A produgiio de leite
(g/dia) observada nas ovelhas alimentadas com as dietas 0%-TB (418), 15%-TB (380) e 30%-TB
(347) foi baixa e mostrou uma tendéncia para declinar com a ingestdo de TB, embora de uma
maneira ndo significativa. A produgo originada pela dieta 30%-TB foi inferior em 17% ao controlo.
Quer a ingestio de MS total quer o aumento de PV acompanharam aquela tendéncia mas também
aqui os valores das 3 dietas ndo diferiram significativamente entre si. De todos os pardmetros da
composi¢dio quimica do leite estudados s6 o teor em alcalides revelou diferir significativamente
(P<0,01). Foi nulo nos animais 0%-TB e atingiu 1,9 mg/Kg e 5,6 mg/Kg nos animais 15%-TB e
30%-TB, respectivamente. Todos os animais que consumiram tremocilha excretaram alcaléides no
leite, sobretudo lupinina, na concentragéio de 1,4 mg/Kg nas ovelhas 15%-TB e 4,6 mg/Kg nas 30%-
TB. No leite de alguns dos animais também se detectaram quantidades vestigiais de espartefna e
lupanina, mas em nenhum deles se assinalou a presenga de gramina. A taxa de recuperagio dos
alcal6ides no leite foi da mesma ordem nos animais 15%-TB e 30%-TB, respectivamente 0,04% e
0,05%. Tanto a taxa de recuperagfio dos alcalbides totais como da lupinina atingiram um méximo de
0,1%. A taxa de recuperagio dos alcaldides revelou-se positivamente correlacionada com a produgo
de leite (r=0,86), mas niio com a ingestdo de alcaldides. Encontrou-se uma correlagdo positiva entre
este Gltimo pardmetro e a concentragio de alcaléides no leite (r=0,79).

O leite obtido durante este trabalho foi transformado em queijo de Serpa, no sentido de
averiguar se as dietas ingeridas pelos animais operavam qualquer modificagio na qualidade do
queijo. O leite dos animais 15%-TB e o dos animais 30%-TB foi dividido por 2 sublotes de maneira
a ctiar um maior gradiente de alcaléides e originar queijos de pesos semelhantes. Obtiveram-se por
isso 5 grupos: queijos de leite sem alcal6ides (queijo 0A, n=8) proveniente dos animais 0%-TB,
queijos de leite com 1 mg/Kg (1A, n=2) e de leite com 3 mg/Kg (3A, n=4) proveniente dos animais
15%-TB e queijos de leite com 6 mg/Kg (6A, n=4) e de leite com 7 mg/Kg (7A, n=2) proveniente
das ovelhas 30%-TB. Os queijos dos animais alimentados com tremocilha apresentaram um maior
valor d¢ MGRRS (Matéria Gorda Referida ao Residilo Seco), com os queijos 7A a atingirem o
méximo de 55,1%, contra apenas 45,6% do controlo (P<0,001). Contrariamente, os queijos das
ovelhas 15 e 30%-TB registaram os menores teores proteicos, com um minimo de 17,4% nos 7A
face aos 25,5% dos 0A (P<0,01). A concentragio de N soliivel nos queijos 15%-TB e 30%-TB foi
também inferior 4 dos testemunha. Os queijos 7A registaram igualmente o menor teor desta fracgdio
(0,6%), cerca de metade do encontrado nos 0A (1,3%) (P<0,001). O coeficiente de maturago dos
queijos dos animais suplementados com bagago-de-soja (31,6) também se manifestou superior ao
determinado nos queijos 1A (24,2), 3A (28,5), 6A (17,6) e 7A (22,1) (P<0,001). A pasta dos queijos
das ovelhas alimentadas com tremocilha absorveram uma maior quantidade de cloretos do que a dos
queijos testemunha. Nestes o seu teor foi de apenas 1,5% tendo subido para 3,2%, 3,0%, 3,5% e
4,5% nos queijos 1A, 3A, 6A e 7A, respectivamente (P<0,001). O tnico alcaléide detectado nos
queijos das ovelhas suplementadas com tremocillha foi a lupinina. A sua concentragfo variou entre a
média de 1,7 mg/Kg dos queijos 1A e a de 11,2 mg/Kg dos queijos 6A (P<0,001). A carga
microbiana dos queijos 1A, 3A e 6A ndo diferiu significativamente das 7,3.108 ufc (unidades
formadoras de col6nias) encontradas nos queijos testemunha, mas todas foram significativamente
superiores (P<0,05) ao valor de 6,0.107 ufc determinada nos queijos 7A. Os queijos obtidos foram
também submetidos a avaliaglio sensorial pelo Painel de Provadores do Queijo de Serpa. S6 as
crostas dos queijos 7A obtiveram uma pontuagZo muito baixa, quase nula (0,7) bastante inferior
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(P<0,001) as atribuidas aos restantes queijos, que variaram entre 2,8 (0A) ¢ 3,3 (1 e 3A). A forma
foi pontuado de maneira superior (P<0,001) nos queijos 0A (3,1), 1A (3,4) e 3A (3,5) e 6A (2,9)
tendo os 7A obtido a classificagdo de 2,1. Estes queijos também receberam uma pontuagdo
significativamente inferior (P<0,001) no paridmetro textura e cor da pasta (3,0) tendo os restantes
obtido uma pontuagdo compreendida entre 5,2 (3A) e 4,3 (6A). Quanto ao sabor e aroma os queijos
methor classificados foram os 3A (4,9), seguidos dos 1A e 6A (4,2), 0A (4,1) e 7A com apenas 2,3
(P<0,001). As baixas pontuagdes recebidas pelos queijos 7A em todos os pardmetros referidos
contribuiram para a sua significativamente mais baixa classificacdo final (8,1) (P<0,001),
impeditiva da certificagio. Em contrapartida todos os outros grupos de queijos obtiveram uma
classificagdo final média superior a 14 pelo que poderiam ser certificados como queijos de Serpa.

Conclufu-se que a suplementagdo de ovinos com tremocilha brava ndo & susceptivel de afectar
a digestibilidade e ingestdo de dietas & base de forragens pobres. Apesar da esparteina afectar a flora
ruminal in vitro, em condi¢des de campo os alcaldides desta planta nio deverdo constituir obstéculo
a actividade microbiana ruminal. Os alcaléides quinolizidinicos foram pouco metabolizados por esta
flora, ao contrério da gramina, um alcaléide de niicleo indol. A ingestéio de tremocilha brava também
nfo deve afectar a producdo de leite de ovelha, em animais de baixo potencial produtivo como os
utilizados no sequeiro. Em contrapartida, os seus alcal6ides, a excepgdo da gramina, contaminam o
leite, 0 que confirma os resultados do estudo in vitro. Uma elevada proporgdo de tremocilha na dieta
pode prejudicar a qualidade do queijo de Serpa. Torna-se, no entanto, necessario esclarecer a relagdo
entre o teor de alcaldides no leite e a quantidade de sal acumulada no queijo.






ABSTRACT

STUDY OF THE FEEDING VALUE OF BITTER YELLOW LUPIN (Lupinus luteus L.) IN
SHEEP AND ITS EFFECT ON THE CHEMICAL COMPOSITION OF MILK AND
QUALITY OF SERPA CHEESE

Augusto Joaquim de Carvalho Lanca

The objective of this work was to determine if the bitter taste and the anti-microbial properties
of bitter yellow lupin alkaloids affected the intake and digestive utilization of the diet, the chemical
composition of milk and the quality of ewe cheese. In a 1st experiment, a bitter yellow lupin
supplement (BYL) (1.0 % alkaloids) was compared to supplements constituted by sweet varieties of
white lupin (WL), narrow leafed lupin (NLL) and by a control supplement of soybean meal (SBM).
This supplementation was given to animals along with poor quality hay in order to mantain the
isonitrogen level in the diets. Total dry matter (DM) intake (g/KGLW0.75) as well as NDF and CP
digestibilitiesfrom the four diets were not significantly different. The organic matter (OM)
digestibility from de BYL diet (72.0%) was not significantly different (P>0.05) from those presented
by SBM (70.5%) and WL diets (74,2%), but was lower than that presented by the NLL diet
(77.5%). This last diet had the greatest proportion of concentrate. In the same way, ADF
digestibility of the BYL diet (66,4%) did not differ significantly from the digestibility of SBM
(61.0%) and WL (69.6%) diets, although it was lower than the digestibility of the NLL diet (74.4%).
Both the nitrogen balance values from each diet and the digestibility coefficients for supplements
showed no significant differences.

In a 2nd experiment, the effect of BYL alkaloids on the microbial activity of in vitro incubated
sheep rumen fluid was studied. In a first set of incubations , rumenfluid was submitted to 6
increasing sparteine concentrations (0, 1, 2, 3, 4 and 5 mM). After 24h of incubation, sparteine-free
rumen fluids produced significantly more gas (603 mi) (P<0.05) than those in wich alkaloid
concentration was 2 mM (578 ml), 3 mM (570 mi), 4 mm (573 ml) and 5 mM (567 ml). Between the
6th and 12 th hour of incubation, a decrease was observed in the production of gas when the
concentration of sparteine increased (P<0.05). However, this decrease was more clearly seen at 6
hours when maximum concentrations registered only 61% of the gas produced in the control
fermentators (P<0.05). The concentration of ammoniated N only presented significantly different
values (P<0.05) at 12 hours of fermentation, while the sparteine-free rumen fluid presented an
ammoniated N concentration of 34.2 mg/100 ml. This value was lower than the 37.0 mg/100ml
value recorded in fermentators with 1 and 3 mM of sparteine and 37.9 and 38.0 mg/100ml in those
with 4 and 5 mM. The pH values of sparteine free rumen fluid were always lower than those
recorded in other concentrations. However, differences were only significant (P<0.05) for the two
maximum concentrations at 6 and 12 hours. The pH recorded in extreme situation fermentators (0
and 5 mM) was 6.86 and 7.20 at 6 hours and 6.17 and 6.40 at 12 hours, respectively. The vitality of
rumen fluid when incubated with BYL or with the same quantity of Topaz sweet yellow lupin at 5,
10 and 15 g DM will be compared in another group of incubations. The production of gas was not
significantly different in any of these cases, except for the 5 g level at 12 hours, in wich BYL led to
a greater production of gas (P<0.05). After 12 and 24 hours of incubation, significant differences
(P<0.05) were recorded in pH values, while BYL fermentators presented a lower pH than those with
sweet lupin.

The effect of sheep rumen flora on in vitro BYL alkaloids was studied in a 3rd experiment .
Small quantities of lupin (0.5g DM) were incubated in rumen fluid and the concentrations of
lupinine, sparteine, gramine and lupanine were measured at the beginning of fermentations and 24
and 48 hours. The concentration of lupinine, the predominant aikaloid, did not show any significant
change (P>0.05), presenting 65.5 pg/mi at 0 hours and 67.3 pg/ml at 48 hours. The concentrations
of the other alkaloids changed significantly during fermentation. The quantity of sparteine decreased
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slightly but significantly, having decreased from 8.4 pg/ml at 0 hour to 7.0 at 48 hours (P<0.05).
The quantity of gramine decreased abruptly from 5.4 pug/ml to 0.5 pg/ml at 24 hours and almost
null at 48 hours (P<0.001). Lupanine contents rose continuously, having increased from 3.8 pg/ml to

- 8.2 pg/ml at the end of incubations (P<0.001). However, the total quantity of alkaloids in the fluid
did not change significantly (P>0.05).

The effect of diets containing 0, 15 and 30% BYL on milk production and its chemical
composition, DM intake and live weight (LW) variation was studied in a 4th experiment with Serra
da Estrela ewes. The production of milk (g/day) observed in ewes fed 0%-BYL (418), 15%-BYL
(380) and 30%-BYL (347) was low and showed a tendency to decrease with BYL intake, although
not significantly. Production originated from the 30% diet was 17% lower than the control. Although
values for all 3 diets did not differ significantly, both total DM intake and LW increase accompanied
that tendency. The only parameter of milk chemical composition that differed significantly (P<0.01)
was that of alkaloids. This parameter os null in 0%-BYL animals and reached 1.9 mg/Kg and 5.6
mg/Kg in 15% and 30%-BYL animals, respectively. All animals with lupin intake excreted
alkaloids in the milk, especially lupinine in the concentration of 1.4 mg/Kg in 15%-BYL ewes and
4.6 mg/Kg in 30%-BYL ewes. Although gramine was not detected in any of the milk, vestigial
quantities of sparteine and lupanine were also detected in the milk of some animals. The alkaloid rate
of recovery in milk was similar in 15% and 30%-BYL animals, 0.04% and 0.05%, respectively.
Both the total alkaloid rate of recovery and the lupinine rate of recovery reached a 0.1% maximum.
The alkaloid rate of recovery was positively correlated with milk production (r=0.86), but not with
alkaloid intake. However, a positive correlation was observed between this last parameter and the
concentration of alkaloids in milk (r=0.79).

The milk obtained during this work was transformed into Serpa cheese in order to determine if
diets had any effect on the quality of cheese. The milk from 15% and 30%-BYL animals was divided
into 2 sub-lots in order to create a greater gradient of alkaloids and produce cheeses with similar
weigths. Therefore, 5 groups were formed: cheese produced with alkaloid-free milk (0A cheese, n=8)
from 0%-BYL ewes; cheese produced with milk containing 1 mg/Kg alkaloids (1A cheese, n=2) and
3 mg/Kg alkaloids (3A cheese, n=4) from 15%-BYL animals and cheese produced with milk
containing 6 mg/Kg (6A cheese, n=4) and 7 mg/Kg alkaloids (7A cheese, n=2) from 30%-BYL
ewes. The cheese from animals fed lupin presented a greater FRDR (Fat Redered to Dry Residue),
with 7A cheeses that reached a 55.1% maximum vs only 45.6% for the control (P<0.001). On the
other hand, cheeses from 15 and 30%-BYL ewes presented the lowest protein contents, with a 17.4%
minimum in 7A cheeses vs. 25.5% in OA cheeses (p<0.01). The soluble N concentration in 15%-
BYL and 30%-BYL cheeses was also lower than that of the control. 7A cheeses also presented the
lowest content of this fraction (0.6%), about half of that observed in 0A cheeses (1.3%) (P<0.001).
The maturation coefficient of cheeses from animals supplemented with SBM(31.6) was also higher
than that observed in 1A (24.2), 3A (28.5), 6A (17.6) and 7A (22.1) cheeses (P<0.001).The cheese
paste from animals fed lupin absorbed greater quantities of chlorides than the control . The NaCl
content in control cheeses was 1.5% having than increased to 3.2%, 3.0%, 3.5.% and 4.5% in 1A
to 7A cheeses, respectively (P<0.001). Lupinine was the only alkaloid detected in cheeses from ewes
supplemented with lupins. Lupinine concentration varied between the 1.7 mg/Kg mean in 1A cheeses
and 11.2 mg/Kg in 6A cheeses (P<0.001). The microbial load in 1A, 3A and 6A cheeses did not
differ significantlyfrom the 7.3 108 cfu (colony forming units) found in the control . However, all
were greater (P<0.05) than the 6.0 107 cfu value in 7A cheeses. The cheeses obtained were also
submitted to sensorial analysis by the Taste Panel of Serpa Cheese. Only 7A cheese crusts received a
very low grade, wich was much lower (P<0.001) than values attributed to the remaining. These
values varied between 2.8 (0A) and 3.3 (1 and 3A). Grades for shape were higher (P<0.001) in 0A
cheeses (3.1), 1A (3.4) and 6A (2.9). 7A were graded 2.1. These cheeses also received significantly
lower grades (P<0.001) for paste texture and colour parameter (3.0), while the remaining ones were
graded between 5.2 (3A) and 4.3 (6A). The best graded cheeses in terms of flavour were the 3A
(4.9), followed by 1A and 6A (4.2), 0A (4.1) and 7A cheeses with only 2.3 (P<0.001). The low
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grades attributed to 7A cheeses in all of the referred parameters contributed to its significantly lower
final grade (8.1) (P<0.001), wich made certification impossible. On the other hand, all of the other
cheese groups had a mean final grade wich was higher than 14, thus allowing them to be certified as
Serpa cheeses.

In conclusion, supplementation with BYL does not affect the digestibility and intake of poor
forage diets. Although sparteine affects in vitro rumen flora, the alkaloids of this plant should not be
an obstacle to rumen microbial activity in field conditions. Contrarily to gramine, quinolizidine
alkaloids were poorly metabolized by this flora. The intake of BYL doe not affect milk production in
ewes with low productive potential, as those used in poor pastures. On the other hand and according
to in vitro studies, BYL alkaloids, with the exception of gramine, contaminated milk. A high
proportion of lupin in the diet may decrease the quality of Serpa cheese. However, it is necessary to
determine the relation between the alkaloid content in milk and the quantity of salt accumulated in
the cheese.






INDICE
PARTE I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

OS TREMOCEIROS NA ALIMENTACAO ANIMAL
1. Caracteristic:is e distribuiciio dos tremoceiros
2. Integracio dos tremoceiros nos sistemas agro-pecuarios

2.1. Alimentagfo de ruminantes durante o periodo estival
2.2. O montado
2.3. O sistema de ley-farming

3. Composi¢io quimica

3.1. Proteinas
3.2. Glacidos
3.3. Lipidos
3.4. Alcal6ides

3.4.1. Sintese dos alcal6ides
3.4.2. Toxicidade
3.4.3. Ocorréncia

4. O griio dos tremoceiros na alimentacdo animal

4.1. Suinos
4.2. Aves
4.3. Ruminantes

4.3.1. Fermentagfio no raimen

4.3.2. Sensibilidade dos ruminantes aos alcal6ides

4.3.3. Destino dos alcaléides no ruminante

4.3.4. Os tremoceiros na alimentagfio intensiva de ruminantes

4.3.4.1. Animais em lactagdo
4.3.4.2. Animais em crescimento

4.3.5. Os tremoceiros e a alimentag3o de ruminantes no sequeiro
4.3.5.1. Valor alimentar dos agostadouros de tremoceiros
4.3.5.2. Alimentagio de animais em crescimento

4.3.5.3. Alimentagdo de reprodutores

5. Objectivos do trabalho experimental

— \D ~]

12

12
13
15
15

16
19
21

24

24
26
28

28
29
30
32

33
34

36

38

39
40

42



PARTE II - TRABALHO EXPERIMENTAL
1. Valor alimentar da tremocilha brava para ovinos

1.1. Introdugéo
1.2. Materiais e métodos

1.2.1. Dietas

1.2.2. Animais e maneio
1.2.3. Anélises quimicas
1.2.4. Andlise estatistica

1.3. Resultados e discussdo

1.3.1. Composig@o quimica dos suplementos e das dietas

1.3.2. Digestibilidade aparente da MO, NDF, ADF ¢ PB

1.3.3. Ingestdo de MS

1.3.4. Balango azotado

1.3.5. Digestibilidade aparente da MO, NDF, ADF e PB dos
suplementos

1.4. Conclustes

2. Efeito dos alcaldéides da tremocilha brava sobre a actividade

microbiana ruminal in vifro

2.1. Introdugﬁo
2.2. Materiais € métodos

2.2.1. Animais e técnica de colheita do suco ruminal
2.2.2. O sistema in vitro

2.2.3. Substractos

2.2.4. Mediges e andlises quimicas

2.2.5. Andlise estatistica

2.3. Resultados e discussdo
2.3.1. Produgfo de gas
2.3.2. Absorgdo de N-NH3
233.pH

2.4. Conclusdes

. Destino dos alcal6ides da tremocilha brava no liquido ruminal
incubado in vitro

3.1. Introdugdo
3.2. Materiais € métodos

3.2.1. Animais e técnica de colheita de suco ruminal

XX

47

47
48

48
50
51
52

52
52
55
58
61

62

65

65
68

68
69
69
70
72
72
72
80
82
86
87
87
89

89



3.2.2. O sistema in vitro 90

3.2.3. Substractos 90
3.2.4. Analises quimicas 91
3.2.5. Analise estatistica 91
3.3. Resultados e discussdo 91
3.4. Conclusdes 97

4. Efeito da tremocilha brava sobre a produgiio de leite de ovelha
e sua composicio quimica 99
4.1. Introdugdo 99
4.2. Materiais e métodos 101
4.2.1. Analise estatistica 105
4.3. Resultados e discussdo 105
4.3.1. Ingestdo de MS, EM e PB 105
4.3.2. Variagdo do peso vivo 109
4.3.3. Produgdo de leite 110
4.3.4. Composi¢do quimica do leite 112
4.3.4.1. Taxa de recuperacdo dos alcaléides 119
4.4. Conclusdes 125
5. Efeito da tremocilha brava sobre a qualidade do queijo 127
5.1. Introdugdo 127
5.2. Materiais e métodos 130
5.2.1. Anélises quimicas e microbiolégicas 132
5.2.2. Analise sensorial 133
5.2.3. Andlise estatistica 134
5.3. Resultados e discussdo 135
5.3.1. Composigio quimica 135
5.3.2. Caracteristicas microbiolégicas 148
5.3.3. Avaliagiio sensorial 150
5.4. Conclusdes 161
6. Conclusdes gerais 163
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 167
ANEXOS 185






PARTE I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

0OS TREMOCEIROS NA ALIMENTACAO ANIMAL






1. Caracteristicas e distribui¢do dos tremoceiros

Os tremoceiros ( Lupinus spp. ) sio plantas dicotilédoneas pertencentes a sub-familia
Papilonicea e¢ i familia das Leguminosas. Apresentam porte erecto, inflorescéncias
dispostas em cachos verticais, vagens espalmadas, compridas e mais ou menos deiscentes.
As raizes sdo profundas e bem desenvolvidas, o que torna as plantas bem adaptadas aos
solos grosseiros e arenosos das regides de clima mediterrinico. Geralmente so
autogamicas, mas a fecundagdo cruzada é frequente e os cruzamentos intervarietais numa
mesma espécie sdo frequentes, o que torna dificil a manutengfo da sua pureza genética,
como é o caso do baixo teor em alcaléides (GUERRERO, 1983). Ao género Lupinus spp.
pertencem mais de um milhar de espécies diferentes, umas anuais outras perenes,
englobando estas (iltimas, espécies herbaceas e espécies arbustivas, e que quanto 4 origem
se podem dividir em dois grandes grupos (BROQUA e EMILE, 1990): espécies com
origem na bacia mediterrdnica, anuais, e espécies americanas, repartidas do Alaska 4 Terra-
do-Fogo, na sua maioria perenes. No primeiro grupo incluiem-se as plantas de maior
interesse agricola: L. albus L. (tremogo), L. luteus L. (tremocilha), L. angustifolius L.
(tremogo-de-folhas-estreitas (TFE)) - L. consentinii Guss ¢ L. hispanicus Boiss e Reuter.
O segundo grupo inclui a espécie herbacea L. mutabilis Sweet bastante utilizada para
alimentagfio humana em toda a zona andina e ainda numerosas espécies selvagens, com
alcalbides susceptiveis de provocar intoxicagdes e teratogenicidade nos animais. A maior
parte das espécies selvagens apresenta clevada deiscéncia e os grios sd0 pequenos € ricos
em alcalbides. As espécies domesticadas apresentam, pelo contrério, ¢ de um modo geral,
vagens indeiscentes, baixo nivel de alcaléides e sementes volumosas.

O cultivo dos tremoceiros tendo em vista a produglo de forragem e gréo, € uma
prética muito antiga j4 levada a cabo por gregos e romanos. Mais recentemente, a partir do
século XVIII, encontram-se referéncias 4 sua utilizago nos solos arenosos da Europa

Meridional e no século XIX a cultura ¢ levada para a Europa do Norte, onde quer o grdo



quer a forragem passam a integrar a alimentagio de ruminantes em vastas zonas da
Alemanha, Polénia e Rissia. A partir dos anos 20 deste século os tremoceiros expandem-se
pelas regides de clima mediterrnico da Africa do Sul e da Austrilia, onde o seu
melhoramento genético, no sentido do desenvolvimento de variedades doces para a
industria das ragdes, tem um grande impulso.

A tremocilha é a espécie de Lupinus mais cultivada em Portugal para a alimentagéo
animal, facto a que nfio sdo estranhos a sua caracteristica espontinea em todo o pais € o seu
relativamente baixo teor em alcaldides. De todos os tremoceiros cultivados € o que melhor
se adapta aos solos grosseiros e de baixa fertilidade, rusticidade que ¢é reforgada pela defesa
contra predadores e insectos que os alcaldides lhe proporcionam (WINK, 1986). Dos
tremoceiros cultivados em todo o Mundo € o tnico que apresenta a caracteristica de estar
integrado num sistema silvopastoril - 0 montado - devido as elevadas quantidades de N e
matéria orginica que incorpora no solo (Quadro 1.1.) e do seu aproveitamento como
forragem e como grio pelos ruminantes e, por vezes, suinos. O elevado teor em proteina
bruta (PB) e reduzida concentragio em amido do grio da tremocilha e dos restantes
tremoceiros, torna-os um suplemento adequado em dietas & base de forragens pobres,
palhas e restolhos (PRESTON e LENG, 1987), tdo frequentes no nosso sequeiro durante

a época estival.

Quadro 1.1. Fixacéio de azoto por leguminosas de solos dcidos.

Cultivo Kg de Ny fixado/ha/ano
Ervilhacas 85

Tremogos e Tremocilha 150-169

Trevos 104-220

Origem: Burns e Hardy (1975) cit. por Orive e Temprano (1983)
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2. Integragdo dos tremoceiros nos sistemas agro-pecudrios

Os tremoceiros integram-se em diversos sistemas agro-pecudrios tendo-se expandido
por varias latitudes. Sdo cultivados como colheita de Verfio de sementeira primaveril na
Europa central e setentrional, bem como na Nova Zelandia, e como cultura de sementeira
outonal nas zonas de clima mediterranico ou subtropical, como o SW dos Estados Unidos
da América (KAY, 1979). Adaptam-se tanto ao curto Verdio da Isldndia, onde o TFE ¢
considerado uma boa pastagem para o acabamento de borregos (GUDMUNDSSON e
RUNOLFSSON, 1986) como ao clima de savana da Tanzania onde o grdo e a palha sdo
pastoreados pelos ruminantes durante a estagio seca ( MBWILE e WIKTORSSON, 1982 ).
Aliando elevadas produgdes de MS altamente digestivel, em zonas marginais para a
agricultura ( Quadro 2. 1.), as maiores taxas de incorporagfio de N no solo de entre as

Quadro 2.1. Producio de MS, EM e PB de cultivos de sequeiro no estado de
maturacio, no Sul de Portugal.

Cultivo MS EM PB Autores
(Vha) (Mcal/ha) (Kg/a)
Tremocilha 9,5 19665 950 1
8,6 18348 944 2
7,4 - - 3
Trevo 6,2 15314 950 1
Ervilhaca 6,1 14091 1050 1
Aveia 10,9 21037 600 1
Cevada 8,1 15471 520 1

1- ABREU et al. (1982); 2- LANGA (1992); 3- WHANON (1952)



leguminosas cultivadas e & produgdo de plantas naturalmente protegidas por alcaldides, os

tremoceiros inserem-se numa agricultura que nfo sendo exclusivamente produtivista seja
ecolégica e economicamente racionalizada, adaptando os sistemas que pratica as
caracteristicas pedocliméticas do espago em que se desenvolve (AZEVEDO e CARY,
1989). Integram-se ainda na estratégia de extensificacio e adaptagfio da produgfio animal
aos recursos disponiveis ( PORTUGAL, 1989), optimizando o seu aproveitamento, facto
que assume particular relevincia tendo em conta que actualmente se tem assistido a uma
subida dos custos de produgdo acompanhada de uma descida de prego dos produtos
animais. De entre os principais factores que determinam o cultivo da tremocilha brava
destacam-se: boa adaptagio as condigBes edafo-climaticas; produgdes de energia
metabolizdvel (EM) e PB superiores as de outras culturas nas condi¢Bes de sequeiro e nos
solos em que vegeta; dificuldade de adaptagiio das variedades doces e de outras espécies de
tremoceiros; as variedades doces de tremocilha resistem mal as geadas (ALONSO, 1984) e
ataques dos insectos, principalmente afidios, uma das principais pragas dos tremoceiros
(KAY, 1979; NELSON e DELANE, 1990) (Quadro 2.2.) e pelo menos algumas variedades
doces resistem mal aos periodos de seca (CAMPOS-ANDRADA et al., 1994); inadequag#o
das variedades amargas das outras espécies a alimentag3io animal; regressfio das variedades
doces ao estado amargo, por cruzamento com tremocilha brava espontdnea (SOUSA,
1983); maior procura das sementes amargas (SOUSA, 1983).

O tremogo vulgar também € cultivado entre nés mas requere solos de maior
fertilidade, pelo que est4 limitado a algumas éreas, destinando-se sobretudo ao consumo
humano (TERRATS, 1986). Contudo, a elevada produgdio de grio que proporciona (
VELEZ, 1994) torna-o indicado para a alimentagdo de ruminantes durante o Verdo apds a
senescéncia das plantas, nas dreas a que se adapta. O cultivo de TFE doce, espécie também
mais exigente em solos do que a tremocilha, encontra-se ainda em fase experimental e

recorrendo a cultivares de origem australiana.



Quadro 2.2. Comparag¢do da produgio média ( t/ha ) de variedades doces (sem
alcaldides) e amargas (com alcaléides) de tremoceiros.

Espécie Amargas Doces Comparacio
(doce=100%)
L.angustifolius! 3,72 2,19 169,9
L.albus! 4,62 3,83 120,6
L. luteus] 2,65 1,66 159,6
L.mutabilis? 2,80 0,86 325,5

1- KAHNT e HIJAZI (1987) e 2- von BAER (1990) cit. por GULEWICZ et al.(1994).

Embora variedédes espontineas ocorram em todo o Oeste ibérico, o seu teor em
alcal6ides € impeditivo da sua utilizagdo na alimentagio animal. Tal como os restantes grios
de leguminosas produzidas na Europa, a produgfio de grdo de tremoceiros para a indiistria
das ragdes encontra-se condicionada pelos baixos pregos do bagago de soja nos mercados
mundiais. Além disso, o cultivo da tremocilha brava para grio ¢ ainda mais penalizado visto
que os agricultores nfio recebem subsidios para o seu cultivo, devido ao elevado teor em
alcal6ides. Assim, as estratégias de integragdio dos tremoceiros nos sistemas agro-pecuérios
tém-se baseado na sua utilizacSio pelos agricultores como auto-aprovisionamento em N e
energia € como cultura melhoradora do solo. Tal é o caso das zonas de clima
mediterrdnico onde o grio ¢ utilizado na suplementagdo de ruminantes,

durante a estagio seca.
2.1. A alimentagfio de ruminantes durante o perfodo estival

Apesar do importante papel que os ruminantes desempenham nos sistemas agro-

pecudrios das zonas de clima mediterrdnico, as condi¢des edafo-climaticas da maior parte



destas regides sdo das menos favoraveis aquela produgo animal. A grande irregularidade
interanual e intra-anual das precipitagdes é agravada pela sua sazonalidade marcada,
podendo o periodo seco prolongar-se por 3 a 6 meses (CRESPO, 1975). Qualquer que seja
a situagfio s6 h4 verdadeira abundincia de erva na Primavera e nas outras estagles a sua
disponibilidade ¢ baixa. Em virtude disso, a maior parte dos agricultores regula as cargas
animais pela situacg“lo mais desfavoravel, o que explica os baixos encabegamentos
praticados. A suplementago com alimentos concentrados durante o estio, afigura-se como
0 Unico meio que permite niveis minimos de intensificagdo da produgsio de ruminantes
(PARDO e GARCIA, 1984). Com efeito, o principal recurso alimentar dispom’vel»durante o
- Verdio ¢ constituido por restolhos e pastos secos, agostadouros caracterizados pelo seu
baixo teor em proteina e predomindncia de fibra lenhificada, de que resulta uma baixa
digestibilidade (VAN SOEST, 1973). Assim, o principal factor que limita a producfo animal
¢ a perda de peso que origina esta alimentagéo desequilibrada (FOOT e al, 1980;
PURSER, 1981; PRESTON e LENG (1987). Caracteriza-se por possuir uma insuficiente
quantidade de proteinas fermentaveis no rimen e de enxofre (2 excepgdo de pastagens onde
predominam as leguminosas) e uma baixa digestibilidade, originada por elevadas
concentragbes em lenhina. Nesta dieta predominam as paredes celulares, h4 um
desequilibrio na razo proteina/energia e ocorrem deficiéncias em minerais, Como resultado
verifica-se uma baixa eficiéncia da produgdo e uma reduzida actividade microbiana ruminal,
Existe uma deficiéncia em energia e proteina no metabolismo do animal, devida a
insuficiente ingestdo de alimento e escasseiam substincias neoglucogénicas (propionato,
amino4cidos), de que resulta uma deficiente utilizagdo do acetato que poderd levar os
animais ao estado de cetose.

Para GUESSOUS (1990) a obtengéo de fenos a partir de espécies anuais de sequeiro,
que satisfagam as necessidades dos animais, é um objectivo dificil de atingir, devido aos
baixos valores de digestibilidade e proteina que geralmente alcancam, facto também

detectado por LANCA ( 1987), num levantamento ao valor nutitivo dos fenos produzidos



no Alentejo. A ensilagem de espécies pratenses e forrageiras permitiria uma methor
preservag@io do seu valor nutritivo, mas este alimento adapta-se mal A suplementagio em
condi¢Ses extensivas devido a dificuldades de utilizac@o e transporte. Fenos e silagens sdo,
em todo o caso, alimentos mais caros do que os agostadouros e os agricultores preferem
guardé-los para 0 Outono ¢ o Inverno, quando todos os outros recursos disponiveis ja se
encontram esgotados.

Entre nés, quando os animais comeg¢am a perder peso nos restolhos e pastagens secas,
¢ frequente suplementar-se esta dieta com concentrados, fenos, palhas, sub-produtos ou
cereais. Numa perspectiva de reduc@io dos custos de producdio de ruminantes esta Gltima
solucdo parece ser a mais interessante, pois estes produtos tém um baixo prego e sdo, por
vezes, obtidos na prépria exploragfio. Contudo, existem trabathos que apontam para uma
utilizacdo mais eficiente dos griios de leguminosas na suplementagio de restolhos e pasto
seco ( KENNEY, 1980; KENNEY, 1981; ROWE et al., 1989; SUITER e CROKER, 1980
cit. por SALGUEIRO, 1986).‘ Os cereais fornecem EM ao ruminante, mas o seu contetdo
proteico ¢ insuficiente para animais em crescimento ¢ o seu teor em amido baixa o pH
ruminal, o que, para além de sujeitar os animais a problemas de acidose, cria condi¢des
sub-Optimas para o aproveitamento da componente fibrosa da dieta. O papel da tremocilha-
gdo, consumida como agostadouro, na produgdo extensiva de ruminantes nas nossas
condigdes de sequeiro, consistiria assim, em colmatar de uma das formas mais eficientes, a
necessidade do agricultor dispor duma fonte energético-proteica de baixo custo que
complemente a dieta fibrosa dos ruminantes durante o estio. Nos sistemas mediterranicos
que integram os tremoceiros, dois deles assumem particular relevincia: o montado e os

sistemas de ley-farming.

2.2. O montado



Para PINTO (1994) o cultivo da tremocilha ndo se justifica per si , mas pelo seu papel
no sistema silvopastoril que constitui 0 montado, onde melhora as produtividades das
componentes arbbrea, arvense e animal. Neste sistema 0 grdo da tremocilha torna-se
essencial a0 proporcionar alimento abundante para os ovinos quando a restante vegetacdo
se lenhifica e perde valor alimentar, a partir do final da Primavera, permitindo uma maior
intensificagdo do sistema (SOUSA, 1983; PINTO, 1994). A componente arbérea a
leguminosa fornece N ¢ MO para além de melhorar a estrutura do solo (HENDERSSON,
1989; GARDNER e McDONALD, 1988), beneficiando a sua nutricdo. Embora nfio se
tenham realizado estudos sobre a relagdo entre a tremocilha e o montado, é do
conhecimento empirico dos subericultores que os sobreiros beneficiam nitidamente com o
cultivo da tremocilha no sub-coberto. Esta cultura diminui ainda o risco de incéndio, pela
necessidade de mobilizaggo superficial do solo inerente a instalagfio da prépria cultura, e
que geralmente ocorre quando se procede & desmatagdo peribdica. O estudo efectuado por
CABRAL et al. (1993) evidencia que a mortalidade dos sobreiros em Portugal resulta em
grande parte da incorrecta gestdo deste ecossistema florestal, nomeadamente do excessivo
peso da cerealicultura e bovinicultura no subcoberto, em detrimento da utilizagdio silvo-
pastoril com base nos ovinos, Todas as operagdes que ndo impliquem a elevagio ou, no
minimo, a manutengfio do teor de matéria orgénica do solo conduzem inevitavelmente 3
degradagdio do montado (NATIVIDADE, 1950) e a instalagio de pastagens no subcoberto
surge assim, como uma operagdo prioritdria em vastas zonas do Sul do pais (FERRAZ,
1993). Os agostadouros de tremocilha, a0 lado de pastagens de outras espécies para
consumo no resto do ano, servem assim esta necessidade de elevagdo da fertilidade do solo
dos montados. Neste sistema de aproveitamento, contrariamente ao que sucede durante a
fenagdo e ensilagem, o grio da tremocilha é ingerido pelo ruminante no subcoberto, em
agostadouros que podem permanecer até 3 anos no terreno, no se verificando por isso
significativa exportagio de nutrientes. Nos anos subsequentes ao da sementeira inicial,

verifica-se um grande desenvolvimento das gramineas espontineas, como resultado da
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acumulagiio de azoto pela cultura. Assim, neste sistema potencializa-se a0 maximo as
singulares caracteristicas desta planta dos nossos solos pobres: elevada acumulagiio de N e
MO no solo a par de altas produgdes de EM e PB.

2.3. O sistema de ley-farming

Nas condi¢Ses de sequeiro das regides de clima mediterrinico da Australia foram
desenvolvidos nos anos 60 sistemas de ley-farming de exploracdo da terra, com uma
pastagem de trevo subterrdneo a alternar com o cereal. A fungfio da leguminosa consiste
em manter o nivel de fertilidade do solo, quebrar o ciclo de vida das pragas e manter o
efectivo animal (WHITE, 1987). No entanto, a curta rotagdio trevo-cereal facilmente
elimina a leguminosa, o que, aliado ao crescente uso de herbicidas, descida dos pregos dos
produtos ovinos e irregularidade das precipitages, levou a que os agricultores, a partir do
inicio da década de 70, iniciassem a substituicio do trevo subterrineo pelo TFE doce
(SMITH e REEVES, 1988; SMART, 1986). Concomitantemente, desenvolveu-se uma
industria de tremogo, dirigida para as empresas asidticas de alimentos compostos para
animais que tornou 0 SW australiano a principal zona exportadora do Mundo (SMART,
1986). A revisdo efectuada por NELSON e DELANE (1990), a partir de dados obtidos em
130 exploragdes australianas, mostra que a produgio de trigo, quando esta cultura ocupa o
terreno a seguir ao tremogo, ¢ mais elevada do que a seguir ao cultivo de outro cereal
(1870 Kg/ha contra 1290 Kg/ha). Mesmo com os melhores niveis de adubagfio azotada a
produtividade do cereal na rotagdo Tremogo-Trigo foi superior, o que reflecte o efeito
melhorador da leguminosa nio s6 sobre a matéria organica do solo, mas também na sua
estrutura ¢ estado sanit4rio. Neste sistema agro-pecudrio o tremogo é geralmente recolhido
e vendido para a indistria das ragSes e o restolho destinado a alimentagdio estival dos
rumiantes. O grio residual juntamente com as palhas, vagens e folhas secas constitui um

suplemento para os animais que simultaneamente também consomem os restolhos de cereais
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naquela altura do ano. O valor alimentar destes restolhos é considerado superior ao valor
alimentar dos restolhos de cereais e semelhante ao de pastagens i base de leguminosas
(SALGUEIRO, 1986). KENNEY e ROBERTS (1987) registaram nestes restolhos
aumentos da taxa de fertilidade em ovinos superiores a 20 %, cbmparados com um
testemunho constituido por ovinos sobre pastagem anual de sequeiro. Tal como entre nés,
no montado, o agostadouro de tremoceiros também ¢ utilizado na alimentagio de
ruminantes nas zonas de clima mediterranico da Africa do Sul e da Australia. Neste caso o
grédo néo ¢ recolhido € o cultivo, ja senescente, é consumido in situ pelos animais. A cultura
pode ser utilizada como Slushing durante a época da cobrigdo, o que permite aumentar a
taxa de fertilidade dos rebanhos numa amplitude superior a qualquer outro suplemento
(FLETCHER, 1981; KNIGHT, 1980; RITAR e ADAMS, 1988), ou na recria e
acabamento de borregos e manutengfo do efectivo adulto (SMITH e REEVES, 1988). A
pastagem seca de tremogo proporciona geralmente maiores crescimentos do que a

consociacfo de trevo subterrineo e azevém (ARNOLD et al., 1976).
3. Composigdo quimica

Na composido quimica do grdo dos tremogos sobressai o elevado teor em PB, que
0s torna suplementos proteicos por exceléncia, € a presenca de glicidos de natureza
estrutural, em detrimento da fracgfo glucidica nélo parietal, que apresenta teores bastante
baixos, ou mesmo vestigiais no caso do amido. Como a maior parte das leguminosas, os
tremogos contém factores anti-nutritivos, principalmente alcal6ides de quinolizidina e, em
algumas espécies, de indol, alvo durante as ultimas décadas de importantes esforgos no
sentido do seu erradicamento, objectivo que por enquanto ainda nio foi atingido. Mesmo as

chamadas variedades doces apresentam alcal6ides na sua composigio.
3.1. Protefnas
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A semelhanca das restantes leguminosas, as proteinas dos tremogos sdo constituidas
por globulinas (80 a 90%) e albuminas . O primeiro grupo constitui as proteinas de reserva
e & formado por varias fracgdes, destacando-se de entre elas a alfa-conglutinina (legumina),
a beta-conglutinina (vicilina) ¢ a gama-conglutinina. S3o solaveis em solugdes salinas e
pouco soliveis na dgua, sendo utilizadas durante a germinacio como fonte de N ( KAY,
1979;de HARO, 1983). Com a albumina encontra-se a maior parte das enzimas da
semente, sendo, com a alfa-conglutinina, a fracgdo proteica com maior concentragiso de
cisteina e metionina.

O teor em PB difere segundo a espécie oscilando entre 36,0 a 47,6 % na tremocilha,
31,7 a 45,9 % no L. mutabilis, 34,3 a 44,9% no tremogo vulgar e 28,0 a 37,9% no TFE
(HILL, 1977). A concentragdo proteica da tremocilha excede os valores geralmente
determinados na soja (35 %) e aproxima-se dos teores do bagago desta leguminosa
enquanto o tremogo vulgar ¢ o TFE sfo as espécies de concentragdo proteica mais baixa. O
género Lupinus apresenta valores superiores aos do feijdo (22%), ervilha (22,5%), fava
(24,9%) (HILL, 1986) e grio-de-bico (21,7%) (DIXON e HOSKING, 1992).

Tal como nas outras leguminosas, os tremogos possuem baixos teores de aminoécidos
sulfurados, principalmente cistina e metionina, o que torna necessiria a sua
complementagio com estes aminoécidos ou a adi¢do de cereais, quando entra em dietas
para monogastricos. Como ocorre uma degradagio generalizada das proteinas das
leguminosas no rimen, na maior parte das vezes aquela deficiéncia serd pouco relevante nas

dietas para ruminantes.
3.2. Glacidos

Os ghicidos presentes no grio dos tremogos sdo principalmente do tipo parietal.
Contrariamente 3 maior parte das leguminosas, em que o amido é o principal glicido de

reserva, os tremogos contém apenas quantidades vestigiais deste polissacarido, para além de
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possuirem pequenas quantidades de glicidos soliiveis sob a forma de oligossacaridos da
familia dos alfa-galactésidos (BRILLOUET, 1984) e em quantidades semelhantes as
presentes na fava e na ervilha ( DIXON e HOSKING, 1992). As fibras concentram-se no
invélucro da semente e .sﬁo compostas, segundo BAYLEY ef al. (1974), por 50 % de
célulose, 27% de pectina, 12 % de hemicelulose e 0,4 % de lenhina. O teor em fibra bruta é
menor no tremogo vulgar (3 - 10 %) do que na tremocilha e no TFE (13 a 18 %,
respectivamente) (HILL, 1977). Comparativamente 3 ervilha, favarola e soja, os tremogos
apresentam maior teor em NDF e ADF e quantidades semelhantes de lenhina (Quadro 3.1.).
A semente dos tremogos e tremocilha é praticamente isenta de amido (HILL, 1977;
BEROARD e VEREL, 1976 cit. por BRILLOUET, 1984 ). A revisdo feita por HILL (
1977 ) aponta para valores inferiores a 1% na tremocitha e no TFE, enquanto nfo existiriam

sendo vestigios na semente do tremogo vulgar ( Quadro 3.1.).

Quadro 3.1. Composi¢gio quimica do grio do tremogo vulgar,
comparativamente a de outras leguminosas (% MS)

Tremogo Ervilha Favarola Soja
PB 40,0 25,0 29,0 40,2
Lipidos 10,0 1,8 1,5 21,3
Celulose 14,0 6,1 10,0 7,4
Cinzas 3,9 3,5 4,0 6,1
Amido tragos 50,0 40,0 tragos
Ag. Sol. 10,0 7,0 5,7 7,0
NDF 21,6 12,5 15,0 13,5
ADF 17,7 8,4 11,0 9,5
Lenhina 1,0 1,0 1,0 0,7

Origem: CARROUE et. al. (1992)
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Nestas leguminosas, a sacarose e os oligossacéridos alfa-galactésidos estaquiose,
rafinose e verbascose substituem o amido no papel de glicidos de reserva durante a
germinagdo, fornecendo energia para o desenvolvimento do embriio (BRILLOUET, 1984).
Os alfa-galactésidos sdo formados por uma molécula de sacarose ligada a uma (rafinose),
duas (estaquiose) ou trés (verbascose) moléculas de galactose. O teor nestes agucares
soliveis e em sacarose pode variar de 4,5 -5,5% no TFE a 6,0-8,9% na tremocilha e
no tremogo vulgar (RODENAS et al., 1982) valores que sdo da mesma ordem dos referidos
por CARROUE et al. (1992) para a ervilha, favarola e soja.

3.3. Lipidos

A fracgdo lipidica do grio dos tremogos ¢é constituida maijoritariamente por
triglicéridos, cujos 4cidos gordos sdo na sua maioria monoinsaturados (83-91%), com
predominéncia dos 4cidos oleico € linoleico. O primeiro é o mais abundante no tremogo, 0
segundo predomina na tremocitha, enquanto no TFE as suas proporgdes sdo semelhantes
(HILL, 1977). O tremogo vulgar é a espécie de maior teor em lipidos (7,8 a 14,5 %),
enquanto a tremocilha (4,0 a 7,1%) e o TFE (5,3 a 6,6 %) apresentam teores semelhantes
(HILL, 1977; MUZQUIZ et. al., 1982) sendo todos eles superiores aos registados nas
restantes leguminosas cultivadas e sé ultrapassados pelos teores lipidicos da soja e do
amendoim ( CARROUE et al. ,1992; DIXON e HOSKING, 1992). A concentragdo de
lipidos nos tremogos representa assim uma importante contribuicio para o seu teor

energético.

3.4. Alcalbides

Os alcaléides sdo compostos heterociclicos azotados nfio proteicos, com propriedades

alcalinas, existentes em vérias espécies vegetais como produtos do metabolismo secundério
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(VAN SOEST, 1982). Em todas as espécies do género Lupinus encontram-se alcaléides do
tipo quinolizidinico, também presentes noutras leguminosas (WINK, 1984; BIRCK, 1985) ¢
somente a tremocilha apresenta um alcaléide do tipo indol, a gramina, também presente em
algumas espécies de gramineas (CULVENGOR, 1973). Os alcaldides dos tremoceiros sdo
neurotéxicos e transmitem sabor amargo a planta. Qutros alcaléides de efeito téxico
relevante, presentes em espécies de interesse alimentar para os ruminantes compreendem a
perlolina e a ergovalina da festuca alta e a gramina, beta-carbolinas e triptamina da alpista
encarnada (Phalaris arundinacea L.). Outros alcaléides téxicos sdo ingeridos
acidentalmente pelos animais, geralmente em pastoreio, e de entre estes salientam-se os
alcaléides pirrolizidinicos de Senecio Spp. e outros alcaldides presentes na cicuta (conicina),

alfavaca (swainsonina ) e figueira-do-inferno (hiosciamina) (Quadro 3.2.).
3.4.1. Sintese dos alcaléides

Todos os orgdos dos tremoceiros contém alcaléides, mas a sua sintese sé ocorre nos
tecidos verdes, especialmente nas folhas (WINK, 1990), desenrolando-se a maior parte das
reacgdes no estroma dos cloroplastos (HARTMANN, 1988). Os alcal6ides quinolizidinicos
sdo sintetizados a partir do aminodcido lisina, através do seu produto de descarboxilagdo, a
cadaverina. Trés moléculas de lisina originam outras trés de cadaverina, que se combinam
para produzir a estrutura tetraciclica do alcaléide lupanina, o qual parece ser o
percursor de todos os outros alcaldides quinolizidinicos (WINK,1984; HARTMANN,
1988). A estrutura basica destes alcaléides ¢ o anel biciclico de quinolizidina, que ocorre na
lupinina. Angustifolina, albina e citisina sdo triciclicos, enquanto lupanina, esparteina e
anagirina possuem uma estrutura tetraciclica (CHEEKE e KELLY, 1989). A gramina, tal
como os alcaléides da cravagem do centeio, pertence ao grupo dos alcaléides indélicos,
que com mais de 1500 moléculas diferentes, constitui o maior grupo de alcaléides

conhecido (BICK, 1985). Segundo CULVENOR (1973) a sintese da gramina € feita a
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Quadro 3.2. Alcaléides presentes em algumas espécies vegetais e sua toxidade
para os ruminante em condi¢des de campo.

Alcalé6ide Espécie Toxidade Autor
Nicotina Tabaco ? 1
Jacobina Senecio jacobea Hepatotéxico 2
Isopeletearina Romdzeira ? 1
Morfina, codeina,tebaina Papaver somniferum ? 1
Colchicina Liliacea spp. ? 1
Betacarbolinas,triptamina Phalaris tuberosa Neurot6xicos 1
Ergovalina e ergovalinina Cravagem do centeio e Neurotdxicos 1,5,12
festuca

Cinchonina Oliveira ? 1
Deoxinufaridina Nenufar ? 1
Solanina Batata ? 1
Buxosina Buxo ? 1
Tomatidina Tomate - 1
Anagirina Tremogos americanos Mutagénico 3
Piperidina Pimenta ? 1
Hordenina Cevada, Mitho - 4
Betaina, Colina, Hordenina Arroz - 5
Lolina, Perlolina Festuca Fotosensibilizante 5
Gramina, beta-carbolina Phalaris arundinacea Neurotéxicos 5,13
Perlolina, Halostaquina Azevém perene Neurotoxico 5
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Quadro 3.2. Alcaléides presentes em algumas espécies vegetais e sua toxidade
para os ruminante em condi¢des de campo (continuacio).

Alcaléide Espécie Toxidade Autor
Esporidesmina Azevém perene Fotosensibilizante 5
1-acetoxy-6-amino-octahydro-  Trévo encarnado (feno) Salivante 5
indolizidina
Heliotropina, Heliotrina Heliotropum europaeum Hepatotdxico 6
Cafeina Café ? 7
Hiosciamina Figueira do inferno Neurotdxico 7,11
Espartefna Giesta ? 8
Conicina Cicuta Mutagénico 9,10
Swainsonina Alfavaca Mutagénico, Abortivo 10

Neurotéxico
Ciclopamina, cicloposina Veratrum spp. Mutagénico 10
Anabasina Nicotiana glauca Mutagénico 10
Teobromina Cha - 13

1- BICK, 1985. 2- CRAIG et al. 1992. 3-DAVIS e STOUT, 1986. FRANK et al, 1990. 5-CULVENOR,
1973. 6-JONES et al. ,1981. 7-PAPADOYANNIS e von BAER, 1993. 8-HARTMANN (1988). 9-

PANTER e KEELER, 1990. 10- KEELER (1984). 11- van KEMPEN et al.(1993). 12- WESTENDORF
et al. (1993). 13- van SOEST (1982)
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partir do aminoécido triptéfano, como os restantes alcaléides de anel indélico. Durante 2
frutificagio a produciio de alcaldides abranda e cessa no final da maturagfio. Regista-se
nesta fase uma migrag3o dos alcaldides para as sementes, os orgdos da planta onde se
detectam as maiores concentragdes destes compostos (WINK, 1984), o que reflecte o papel

de defesa dos alcaléides na estratégia evolutiva dos tremoceiros.

3.4.2. Toxicidade

A fungio dos alcaléides na planta é conferir-lhe sabor amargo e toxicidade,
defendendo-a dos animais, insectos e microorganismos (WINK, 1984) e o reconhecimento
dos alcaléides representa uma contra-adaptagio por parte dos animais que nfo sofrem
assim os seus efeitos toxicos (CULVENOR, 1973). O papel de defesa dos alcaléides dos
tremoceiros é confirmado por vérios estudos (BACKER e NEHRING, 1965; WINK, 1984
e KRZYMANSKA et al. , 1988 citados por GULEWICZ et al., 1994) que apontam para
uma maior resisténcia das variedades amargas as infecgSes e outras agressbes do meio
ambiente e para aumentos significativos das concentragSes de alcaléides durante situagdes
de stress, como no caso de rotura de tecidos e infecgdes por virus, bactérias ou fungos. De
acordo com WINK (1987), plantas de variedades pobres em alcal6ides cultivadas
conjuntamente com outras de variedades amargas sdo selectivamente consumidas por
coelhos, afidios e outros insectos. As propriedades insecticidas e repelentes sdo
aproveitadas por alguns insectos comensai_s, tal como o afidio dos tremogos Macrosiphum
albifrons que ao consumir a planta usa os alcaldides para a sua prépria protecgdo,
defendendo-se assim dos seus predadores (WINK e ROMER, 1986, BURNOVILLE et al,
1988, EMRICH e WINK, 1992 ¢ WINK, 1993 citados por HILL e PASTUSZEWSKA,
1993). Normalmente, a maioria dos insectos sdo repelidos ou mortos pelos alcaléides
quinolizidinicos, variando as concentragdes entre 0,5 - 12 mM no caso da lupanina.

Caracois e lesmas alimentam-se nas variedades doces de tremoceiros mas ndo tocam nas
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folhas das variedades amargas, com teores em alcaléides compreendidas entre 0,7 - 7 mM
(Dose Letal (DL) 50) (WINK, 1984).

A fragmentacgio das folhas dos tremoceiros provoca um aumento local de 2 a 4 vezes
a concentracio normal de alcaléides o que diminui o risco de infecgfio microbiana dos
tecidos (HARTMANN, 1984). Com efeito, concentragdes de lupanina e esparteina entre
0,3 ¢ 7 mM inibem o desenvolvimento de bactérias gram-positivas e gam-negativas
enquanto os fungos sio sensiveis a DL50 mais elevadas, situadas entre 10 e 50 mM. A DL
50 para a lupanina e esparteina em algumas bactérias aer6bias ¢, respectivamente, 5 e 0,5-
vitro, sendo geralmente inferiores as concentragdes em alcaléides registadas nas variedades
amargas (WINK, 1984). Os dados referentes a influéncia dos alcaléides dos tremoceiros
sobre a flora ruminal deverdio ser bastantes escassos. Sabe-se, no entanto, que a gramina,
presente em pequena quantidade na tremocilha e na alpista encarnada ( Phalaris
arundinacea L.), e outros alcaléides da mesma famflia, inibem a actividade celulolitica in
vitro, embora em concentrag3es superiores 3s existentes nas plantas (van SOEST, 1982),
nfo influenciando a sua digestibilidade in vitro (MARTEN et al, 1981 cit. por
WITTENBERG et al. , 1992) ou in vivo (WITTENBERG ef al, 1992). Também a
perlolina, um dos principais alcaldides da festuca alta , inibe o crescimento microbiano e
reduz a digestibilidade da celulose in vitro (BUSH et al., 1970 cit. por van SOEST, 1982)
tendo WESTENDOREF et al. (1992) encontrado digestibilidades aparentes da ADF e NDF
significativamente superiores nas variedades de festuca pobres em alcaléides.

Existem outros microorganismos que no sé resistem ao efeito toxico dos alcaléides
quinolizidinicos como os utilizam como fonte de nutrientes. Segundo RYBICKA (1964)
duas espécies de bactérias da familia Corynobacteriaceae capazes de decompor lupinina e
esparteina, utilizando-as como fonte de carbono e azoto foram isoladas no solo de um
campo de tremocilha. A bactéria Pseudomonas lupanini é capaz de levar a cabo a

oxidagdo da lupanina, utilizando-a como a sua tnica fonte de azoto e carbono (MOZEJKO-

20



TOCZKO, 1960). CRAIG et al. (1992) registaram igualmente no rimen de ovinos a
destoxificacdo dos alcal6ides pirrolizidinicos de Senecio jacobaea por bactérias anaer6bias
Tal como o Homem, a maior parte dos vertebrados nfio se adaptam ao consumo de
variedades de Lupinus ricas em alcaléides devido ao seu sabor amargo e toxidade (WINK,
1984). Esparteina e lupanina influenciam os receptores da acetilcolina (WINK e
TWARDOWSKI, 1990 cit. por WINK, 1990) o que explica o facto-dos principais sintomas
de intoxicagdo por alcaléides quinolizidinicos registados em animais de laboratério, sejam
do foro neuro-respiratério, tal como depressdo, respiragdo acelerada, tremores, convulsdes
¢ paragem respiratoria. Os alcaléides actuariam ao nivel dos ginglios, inibindo a
transmissao do impulso gangliénico do sistema nervoso simpético ( KINGSBURY, 1964 e
YOVO et al., 1984 cit. por CHEEKE e KELLY, 1989) e a conexdo neuro-muscular
(MAZUR et al, 1966 cit. por HILL ¢ PASTUSZEWSKA, 1993). De acordo com estes
autores a esparteina seria cerca de 2,5 vezes mais t6xica do que a lupanina, com DL 50 de

60 e 159 mg .Kg'l, respectivamente.
3.4.3. Ocorréncia

As espécies de Lupinus com sementes pequenas, como a tremocilha, apresentam
concentragdes mais baixas de alcaléides do que as de sementes gradas (WINK, 1987). De
todas as espécies de tremoceiros cultivados, a tremocilha € a que apresenta a menor
concentragdo de alcaléides nos seus genotipos amargos (até 1,2 %) (MUZQUIZ et al. .
1982), enquanto Os tremogos possuem concentragdes mais elevadas ( 3-5 % )
(HACKBARTH e¢ PAKENDORF, 1970 cit. por HILL, 1977; HARTMANN, 1988)
apresentando o TFE uma concentragio intermédia (MUZQIZ et al., 1982). As variedades
doces de tremoceiros, obtidas por melhoramento genético, devem possuir uma
concentragio méxima de alcalbides de 0,05 % na MS da semente, ndo se tendo ainda

conseguido a obtengdo de tremoceiros isentos daquelas substéncias.
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As diferentes espécies de Lupinus cultivadas apresentam variagBes quantitativas e
qualitativas do seu contetido em alcaléides (Quadro 3.3.). Na tremocilha predomina o
alcaldide quinolizidinico lupinina, embora BURACZEWSKA ef. al. (1993) tenham
encontrado uma predomindncia do alcaléide ind6lico gramina, na variedade polaca Popiel
de baixo teor em alcaldides (0,13%). A esparteina é o segundo alcaléide mais importante na
tremocilha, mas pode ser ultrapassada pela gramina como no caso da variedade
anteriormente referida. E relevante o facto de MUZQUIZ er al. (1982) nfio terem
encontrado qualquer vestigio de esparteina numa variedade espontinea amarga de
tremocilha do SW espanhol (1,2 % de alcaldides) e praticamente a mesma quantidade de
lupinina e esparteina na tremocilha brava portuguesa, dois ecotipos geogré.ﬁcamente
vizinhos. O alcaldide gramina nfio é detectado em algumas variedades de tremocilha
(MUZQUIZ et al., 1982; WINK, 1990; WINK, 1984) enquanto na variedade Popiel é o
alcaldide predominante. Foi o tinico alcaléide detectado, a par da lupinina, embora em
baixa quantidade, na tremocitha brava do SW espanhol atrés referida. No TFE predomina o
alcaléide lupanina, | logo seguido da angustifolina e 13-hidroxilupanina. Segundo
CULVENOR (1973) nesta espécie assinalou-se ainda a presenga dos alcal6ides lupinina,
isolupanina e matrina. A lupanina também é o alcaldide predominante no tremogo vulgar,
logo seguido da 13-hidroxilupanina. Albina, multiflorina e ester-alcaldides sdo outros
alcaléides minoritérios ja assinalados nesta espécie (WINK, 1990).

A variagio do teor em alcaldides dentro de cada espécie, para além de comandada
geneticamente, também tem origem em factores ambientais. De acordo com
GLADSTONES (1988) os niveis de alcaléides de uma espécie podem variar vérias vezes,
dependendo das condigdes de cultivo. LOVKOVA et al. (1984), por exemplo, conseguiram
baixar o teor em alcaldides da tremocilha com a aplicagio de cobre no solo e
MIRONENKO (1958) cit. por CULVENOR (1973) conseguiu baixar o teor em alcaldides

na tremocilha e no TFE baixando as doses de fosforo aplicados nas culturas e subindo as
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doses de potdssio e molibdénio, ndo encontrando, no entanto, qualquer resposta as
variagdes de cobre.

Quadro 3.3. Alcaléides presentes nas principais espécies de tremoceiros cultivados
(% alcalbides).

Espécie Alcal6ides Autor
Tremocilha Lupinina > Esparteina > Gramina 1
Lupinina, Esparteina, Gramina, Hidroxilu- 2

-panina, Lupanina

Lupinina (40-70%) > Esparteina (30-50%) 3
Lupinina (60%) > Esparteina (30%) > Lupanina 4
(<1%)
Tremocilha "Juno" Lupinina > Gramina > Esparteina 5
(0,02 %)
Tremocilha "Popiel" Gramina > Esparteina > Lupinina 6
0,13 %)
Tremocilha brava Lupinina (50%), Esparteina (50%) 6
ecétipo portugués
(0,8 %)
Tremocilha brava Lupinina > Gramina 6
ecotipo espanhol
(1,2 %)

1 - HILL (1977). 2 - CULVENOR, 1973. 3 - WINK (1990).4 -WINK (1994).
5 - BURACZEWSKA et al. (1993). 6 - MUZQUIZ et al. (1982).
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Quadro 3.3. Alcaléides presentes nas principais espécies de tremoceiros cultivados
(% alcalbides) (continuagfio).

TFE Angustifolina, Hidroxilupanina, Lupanina, Lupinina, 1
Isolupanina, Matrina

TFE "Sur"(0,05%) Lupanina (50-80%) > 13-Hidroxilupanina (10-20%) 2
> Angustifolina (5-20%)

Tremogo "Wat" Lupanina > 13-Hidroxilupanina > 2
(0,1%) multiflorina
Tremogo Lupanina (50-80%) > 13-Hidroxilupanina (5-15%) 3

> >Albina (5-15%) > Multiflorina (3-10%) > Ester-

alcaldides (1-5%)
1 - CULVENOR, 1973. 2 - BURACZEWSKA et al. (1993). 3 - WINK (1990).

4. O grio dos tremoceiros na alimentacio animal

O grio dos tremoceiros, como os das restantes leguminosas cultivadas entre nés, nio
¢ muito utilizado na produgfo animal intensiva em virtude dos baixos pregos do bagago de
soja nos mercados mundiais. Contudo, vérios estudos demonstram que & possivel os
tremogos substituirem, no todo ou em parte, o bagago de soja na alimentagdo animal sem
que ocorram efeitos significativos sobre a produtividade. J4 no que respeita & alimentagdo
de ruminantes em condigdes extensivas, os tremogos encontram-se presentes onde quer que
o clima mediterrinico se conjugue com solos dcidos e grosseiros. Na bibliografia consultada
registaram-se poucas referéncias a situagdes de intoxicagdo induzidas pelo consumo de
tremoceiros amargos, o que se podera dever ao facto do sabor amargo impedir os animais

de consumirem doses excessivas de alcaléides.

4.1. Suinos
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A correcgdio do baixo teor em aminoacidos essenciais, principalmente metionina, ndo
¢ suficiente para tornar o grio dos tremoceiros um suplemento proteico bem utilizado pelos
sufnos, pois esta espécie apresenta uma maior sensibilidade aos alcaldides quinolizidinicos
e aos alfa-galactésidos do que as restantes espécies de interesse zootécnico. Em alguns dos
trabalhos consultados torna-se mesmo dificil separar os efeitos negativos destes dois anti-
nutrientes.

A ingestdio sofre uma redugo quando a concentragio de lupanina atinge 0,03 % da
dieta (HILL e PASTUZESKA, 1993), valor que para GODFREY et. al. (1985) se situaria
antes em 0,2%. Estes diferentes resultados poder-se-iam dever a diferenga de idades entre
os suinos dos dois trabalhos, factor que ¢ determinante do grau de sensibilidade, pois os
animais jovens s30 mais sensiveis ao sabor amargo do que os adultos (CHEEK e KELLY,
1989). Segundo estes autores, o consumo de variedades doces de tremoco pelos suinos
origina uma quebra do crescimento e provoca recusa do alimento e vomito, tendo
GODFREY et al. (1985) demonstrado que a produtividade dos leitdes declina & minima
presenga de alcaléides na ragdo. Nao se encontrou na bibliografia qualquer referéncia a
niveis de alcal6ides na dieta a partir dos quais os animais mostram sintomas de intoxicacéo,
0 que poderd ser explicado pela fraca apeténcia das dietas com maior concentra¢do
naqueles compostos. Da mesma maneira, os autores consultados ndo referem qualquer
explicagiio para o facto dos suinos serem mais sensiveis aos alcaloides quinolizidinicos do
que os ruminantes.

A excepcio dos ruminantes, as leguminosas produzem flatuléncia na maior parte dos
animais, devido & presenga de alfa-galactosidos (rafinose, verbascose e estaquise) que nio
sdo digeridos por deficiéncia da enzima alfa-1,6-galactosidase na mucosa intestinal. Em
virtude disso, os oligossacaridos ndo s3o absorvidos e no intestino grosso sdo fermentados
pelas bactérias intestinais, liberdando-se grande quantidade de gases, principalmente diéxido
de carbono, que perturbam o transito intestinal. Nos ruminantes, a flora ruminal possui alfa-

1,6-galactosidases pelo que utiliza os alfa-galactosidos para a obtengdo de ene{)gitg,
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impedindo a sua progressdo até ao intestino grosso (MUZQUIZ, 1992; CARROUEE et al,,
11992).

Os niveis 6ptimos de incorporagio do griio dos tremoceiros doces nas dietas para
suinos, encontrados na bibliografia, variam bastante, o que podera reflectir os diferentes
niveis que os alcaldides e os alfa-galactésidos podem atingir nas sementes, patentes nas
revisdes efectuadas por BRILLOUET (1984) e CARROUEE ef al. (1992). Em porcos
desmamados a incluso de tremogo doce com 0,02 a 0,06 % de alcal6ides, na dieta provoca
sempre uma redugio do consumo, directamente proporcional ao nivel de incorporagio,
segundo CASTAING et al. (1982) e QUEMERE ef al. (1984). Para CAZES et al. (1982)
e GROSJEAN (1984) o nivel de incorporagdo maximo de tremogo doce com 0,06 % de
alcaldides situar-se-ia nos 5%. Para os suinos em crescimento-acabamento os niveis de
incorporagdo méximos de grio obtidos pelos diversos autores s3o mais varidveis e parecem
reflectir diferentes teores de alcaléides e alfa-galactésidos. Enquanto em trabalhos
realizados em Franga, com a variedade Kalina (0,06 % de alcaléides) de L. albus, a taxa de
incorporagfo limite se situaria em 5 % (BOURDON ef al., 1980; CASTAING et al., 1982;
CAZES et al, 1982; GROSJEAN, 1984) os trabalhos realizados com variedades
australianas de L. angustifolius, com menos de 0,01 % de alcaléides, mostram que o seu
nivel de incorporagdo pode ir até 28% sem quebra de produtividade (TAVERNER, 1975;
BATTERHAM, 1979). Como os autores nfo registam qualquer problema de flatuléncia, é
possivel que estas variedades também tenham niveis de alfa-galactésidos mais baixos. 0]
efeito negativo dos alcalides torna-se, no entanto, bem patente logo que o seu teor na
semente sobe. Uma outra variedade de L. angustifolius, mas com uma concentragio
superior de alcaléides (0,27 %), provoca uma quebra significativa do ganho médio dirio e
indice de conversdo, comparativamente ao controle de bagaco de soja, quando o nivel de

incorporagéo € apenas de 6 - 8 % da MS da dieta (HALE e MILLER, 1985).

4.2. Aves
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As aves parecem ser menos sensiveis aos alcaléides quinolizidinicos do que os suinos,
0 que se podera dever ao seu menos apurado sentido do paladar. No entanto, verifica-se, tal
como no caso dos suinos, que a produtividade dos animais decresce sempre que o nivel de
incorporago de grio amargo na dieta aumenta e que é possivel substituir propor¢des
consideraveis de bagago de soja, por tremogo doce desde que se faga uma adequada
suplementagio com aminoécidos essenciais, pese embora que estes animais também sdo
sujeitos a problemas de flatuléncia.

O tremogo doce pdde substituir parte do bagago de soja a um nivel de incorporagéo
de 30%, numa dieta suplementada com amino4cidos essenciais, sem efectar a produtividade
de perus jovens ( ERICKSON e ELLIOT, 1984 cits. por ERICKSON, 1985) e pode
mesmo ser a Unica fonte proteica da dieta de frangos e galinhas poedeiras desde que
devidamente suplementado com lisina, aminoé4cidos sulfurados, triptofano e acido folico
(LACASSAGNE, 1984). No entanto, as aves também s#o sensiveis aos alfa-galactosidos da
dieta, indigestiveis no seu tracto digestivo (MOLINA et al., 1983 cit. por CENTENO et al.,
1989) o que podera explicar o facto d¢ CENTENO et al. (1989) terem encontrado forte
redugiio do consumo e crescimento de frangos quando se alimentavam com mais de 20% de
tremogo doce numa dieta corrigida com aminodcidos essenciais. Também
BURACZEWSKA et al. (1993) registaram uma diminuigio do crescimento de pintos
alimentados com tremogo ou tremocilha doces (< 0,05% de alcal6ides) quando o seu nivel
de incorporagdo atingiu 30 % da MS de dietas suplementadas com aminoacidos essenciais.
GUILLAUME et al. (1979) conseguiram alimentar pintos com dietas contendo até 40% de
tremogo amargo com 2,12% de alcal6ides, embora 1/3 dos animais nio tenha sobrevivido
por ndio conseguir ingerir o alimento, quando o nivel de incorporagdo atingiu aquele valor.
Niveis de incorporagdo crescentes de tremogo amargo provocaram uma redugdo
proporcional do crescimento dos animais. Também ANACLETO e RIBEIRO (1984)
registaram uma diminui¢3o gradual do aumento médio diério de peso e do consumo quando

27



sujeitaram pintos a dietas com 0, 3, 6 e 9% de tremocilha brava (0,598 % de alcal6ides)

suplementadas com metionina.
4.3. Ruminantes

Os ruminantes sdo os animais de interesse pecudrio menos sensiveis aos alcaléides
quinolizidinicos, podendo suportar concentragdes de alcaldides no alimento que seriam
impeditivos do consumo para as outras espécies. Nestes animais, o principal obstaculo a
utilizagfio dos tremoceiros parece residir antes na forte degradabilidade da sua proteina no
rimen, limitante do desempenho produtivo das vacas leiteiras de alto rendimento; quando o
tremogo cru se usa como o unico suplemento proteico. As produtividades obtidas nos
restantes animais, quando s#o suplementados com tremogo doce, sio da mesma ordem das

conseguidas quando o suplemento é constituido por bagago de soja.
4.3.1. Fermentagfio no rimen

Como os restantes gréos de leguminosas, o grio dos tremoceiros também sofre uma
extensa degradag@o quando atinge o rimen. De acordo com estudos de degradagdo in situ,
com uma taxa de fluxo de 0,02/h, mais de 80% da MS do grio dos tremoceiros é
fermentada no ramen ao fim de 48 h de incubagiio (DIXON e HOSKING, 1992), valor que
segundo SHULTZ et al. (1993) sobe para 86 % e 96% no caso do tegumento e cotilédones
do tremogo, respectivamente. A fracgio proteica desta espécie atinge uma degradabilidade
no rimen de 95%, que baixa para 77% com o aquecimento a 110°C e para apenas 53%
com a extrusdo a 165°C (BAYOURTHE et al., 1994). Por isso, s6 uma pequena quantidade
de proteina do tremogo cru atinge o intestino delgado, cerca de 21 g/Kg de MS, segundo o

sistema PDI, e h4 um déficie de energia fermentescivel no riimen face ao teor proteico do

substracto, do que resulta um baixo valor de PDIE: 91 a 141 g/Kg MS (INRA, 1981;

28



BAYOURTHE et al., 1994). Para além da extrusio, os efeitos negativos da forte
degradabilidade da proteina dos tremogos podem ser limitados se os associarmos a
alimentos ricos em energia fermentescivel e pobres em azoto como a silagem de milho, a

polpa de beterraba (EMILE et al., 1991) ou o melago.

4.3.2. Sensibilidade dos ruminantes aos alcaléides

Os ovinos parecem ser a espécie pecudria mais tolerante aos alcal6ides, situando-se o
limiar de rejeigdo absoluta do alimento entre os niveis de 2 e 5 % de alcal6ides na MS. No
entanto, niveis inferiores a 2%, apesar de nfio serem impeditivos do consumo, poderdo
limitar a ingestdo de MS tornando praticamente invidvel a utilizagdo de algumas variedades
amargas. Com ovinos em pastoreio num campo de tremogos hibridos Russel, com 2% de
alcaléides, principalmente lupanina, HILL et al. (1993) verificaram que oOs animais
comegaram por comer as infestantes no primeiro dia e s6 no segundo dia iniciaram o
consumo dos tremogos, a que estavam plenamente adaptados no final do periodo de
pastoreio. No entanto os animais nfo se conseguiram a adaptar ao consumo de L. arboreus,
espécie com 5 % de alcalbides, nfo indicando no entanto o autor o tipo de alcal6ides
presente nesta espécie. Estes resultados concordam com os obtidos por outros autores que
também estudaram a utilizagdo dos tremogos amargos na alimentacdo de ruminantes.
GUDMUNDSSON ¢ THORSSON (1994) registaram a ingestfio de L. notkatensis (1,2 a
1,6% de alcal6ides, dos quais 80% esparteina e 13% lupanina) por ovinos em pastoreio,
apesar dos animais apenas conseguirem satisfazer 30-40% das necessidades de manutencéo.
Também MADRUGA e BORBA (1994) alimentaram ovinos com forragem verde de
tremogo amargo, apesar dos baixos valores de ingestdo voluntéria que obtiveram ( 38,97 g
MS.KG-0.75), e LANCA (1992) conseguiu manter uma carga de 40 ovelhas.ha-l num
cultivo de tremocilha brava seca (0,9 % de alcalbides no gréo), durante dois meses, sem

alteragdo significativa do peso dos animais, tendo estes consumido mais de metade do gréo
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disponivel (1030 Kg.ha-1) durante os primeiros 20 dias de pastoreio. Os autores ndo
observaram qualquer sintoma de intoxicagfio nos animais durante os trabalhos anteriormente
referidos.

Para além dos tremogos amargos, também algumas variedades de festuca alta rica em
alcaléides (perlolina, ergovalina) sfio mal consumidas pelos ruminantes. De acordo com vaﬁ
SOEST (1992) a festuca alta € a tnica graminea cuja ingestdo aumenta com a maturagio,
visto que as plantas jovens possuem mais alcaldides. No entanto, na festuca alta a redugéio
da ingestdio nfio parece dever-se tanto a qualquer sabor desagraddvel como no caso dos
tremoceiros, devendo ser antes provocada por um efeito associado da neurotoxicidade dos
alcal6ides e da sua capacidade inibidora da actividade microbiana celulolitica.

A maior parte dos alcaloides presentes nos tremoceiros espontdneos da América do
Norte, como a anagirina, sio mutagénicos e causam deformagdes fetais quando ingeridos
pelas fémeas em gestagfio (MEEKER e KILGORE, 1987). Nas espécies de tremoceiros
cultivadas nfo foram contudo detectadas quaisquer concentragSes destes alcalides (

KEELER e GROSS, 1980 cit. por KEELER, 1984).
4.3.3. Destino dos alcaléides no ruminante

Os ruminantes séio mais resistentes a certos produtos toxicos do que os monogatricos,
pois os microorganismos do rimen tém a capacidade de os destoxificar. Pelo contrario, a
actividade da flora ruminal pode ser prejudicial ao hospedeiro pois também existe uma série
de substéncias que sfo tranformadas em toxinas, uma vez chegadas ao rimen. No grupo de
substéncias destoxificadas no rimen destacam-se os alcaldides pirrolizidinicos do género
Senecio, os nitritos, o acido ricinoleico do 6leo de castor, a micotoxina ocratoxina A, a
toxina do botulismo, o oxalato, os fitoestrogéneos dos trevos, metabolitos da degradagio
da mimosina e o gossipol do algoddo ( revisdio de DAWSON e ALLISON, 1988) assim
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como os alcaléides pirrolizidinicos e de ergotamina da festuca alta ( WESTENDORF et al. ,
1993) e os alfa-galactésidos dos tremogo e da tremocilha (CARROUEE et al., 1992).

De entre os processos de bioactivagdo destacam-se a hidrélise dos glucosinalatos das
cruciferas com produgfio de goitrina, a formagio de cianeto pela hidrélise dos glicosidos
cianogénicos, a sintese de dimetil-disulfido ap6s a ingestdo de couve, a produgdo de
compostos nitrogenados altamente téxicos a partir da miserotoxina das alfavacas
(Astragalus spp.), a formagdo do pulmonotéxico 3-metilindole pela fermentagdo do
triptéfano e a redugdo dos nitratos a nitritos ( CARLSON e BREEZE, 1984).

Uma maior resisténcia a certas toxinas pelos ruminantes também se poderd dever a
sua destoxificagdo pelo metabolismo do animal. A revisdo feita por MANDOLINI (1992)
cit. por van KEMPEN, et al. (1993) indica que os ovinos toleram doses dos alcaléides da
figueira-do-inferno (Datura stramonium) que normalmente sdo téxicas para Os
monogéstrico, devido a possuirem uma maior actividade da enzima atropina estearase. Do
mesmo modo, as ovelhas sdo mais resistentes do que os bovinos a intoxicagdo por alguns
alcal6ides pirrolizidinicos de Senecio spp., apesar de ndo os metabolizarem no ramen, o que
leva CARLSON e BREEZE (1984) a pensar que estas diferengas interespecificas se
poderdo dever a diferentes taxas de metabolizagdo hepatica dos alcal6ides.

Sabe-se que a destoxificagdo ruminal dos alcaldides hepatotoxicos de Senecio spp.,
heliotrina e lasciocarpina, é operada por bactérias anaerébias de entre as quais se identificou
Peptostreptococcus  heliotrinreducans. E um organismo que nfo fermenta glicidos,
obtendo antes a sua energia a partir da redugdo da heliotrina, mas também do fumarato e
dos nitratos (LANIGAN, 1976 cit. por DAWSON e ALLISON, 1988). A capacidade da
flora para metabolizar estes alcalides ¢ influenciada pela sua presenca na dieta, € os animais
que sc alimentam de pastagens onde existem plantas de Senmecio spp. tém uma maior
capacidade de destoxificagdo do que outros alimentados com palha de cereais (CARLSON
e BREEZE, 1984). Na bibliografia consultada no se encontrou qualquer referéncia a uma
possivel destoxificagio dos alcaloides quinolizidinicos, o que permitiria explicar a
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capacidade dos ruminantes ingerirem quantidades destes alcal6ides que sdo normalmente
téxicos para os monogastricos.

Os trabalhos sobre o destino dos alcaldides no corpo dos animais consumidores sdo
escassos, particularmente no que respeita aos alcaléides dos tremogos. Apds absorgdo
intestinal os alcaléides podem sofrer destoxificagdo no figado e, visto que podem
apresentar-se em formas salinas, portanto soliiveis em dgua, eliminacdo pela urina. Estudos
feitos em ratos e coelhos revelaram a metabolizagdo da esparteina em 2-dihidroesparteina
no figado e & sob esta forma que o alcaléide é excretado na urina humana, embora algumas
pessoas o excretem inalterado (OHNHAUS et al., 1985). O cavalo excreta lupanina
inalterada na urina, tal como o rato (HAYWOOD, 1978 ¢ WITTENBURG e NEHRING,
1965 cit. por CHEEKE e KELLY, 1989). O facto de se terem verificado deformag3es no
feto de uma mulher consumidora de leite de cabras alimentadas com tremogos selvagens
americanos, ricos no alcal6ide quinolizidinico mutagénico anagirina, levou MEEKER e
KILGORE (1987) a supor que os alcalides dos tremogos serdo também eliminados sem

transformagdo significativa no leite dos ruminantes.
4.3.4. Os tremoceiros na alimentagiio intensiva de ruminantes

Na alimentagio intensiva de ruminantes utilizam-se unicamente variedades pobres em
alcal6ides para se minimizar os riscos de ocorrer uma redugéio de ingestdo do alimento pela
presenga de quantidades significativas destas substdncias. Nos trabalhos levados a cabo com
ruminantes registou-se principalmente a utilizagéio de variedades de tremocgo e TFE, néo se
identificando qualquer efeito negativo da sua incorporagdo na dieta, em substiuigdo de
bagago de soja. No entanto, como as proteinas dos tremoceiros s3o rapidamente
degradadas no rumen, tornam-se inadequadas para a suplementagdo proteica de animais
com elevadas necessidades como as vacas leiteiras. Neste caso, o tratamento do tremogo

por tanagem ou extrusdo permite melhorar significativamente a produggo de leite.
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4.3.4.1. Animais em lactagdio

GUILLAUME et al. (1987), bem como EMILE et al. (1991) e MAY et al. (1993)
ndio encontraram diferencas significativas na producgfo de leite de vacas leiteiras alimentadas
com bagaco de soja ou tremogo doce. No entanto, no trabalho de GUILLAUME et al.
(1987) a produgdo de leite quando corrigida pelo teor butirico, j& foi significativamente
superior nos animais alimentados com bagago de soja, diferenga que os autores atribuem 2
maior fermentescibilidade da proteina dos tremogos. Registaram igualmente uma menor
ingestdo de MS nas vacas suplementadas com tremogos. A producdio de leite sobe de
maneira significativa quando o tremogo sofre extrusdo, circunstincia em que o seu valor
como suplemento ultrapassa o tremogo cru e mesmo o bagago de soja (EMILE et al., 1991;
BENCHAAR et al., 1991). A forte fermentescibilidade das proteinas do grdo dos
tremoceiros foi confirmada por FREER e DOVE (1984) cit. por HILL (1990),
KYBELOLAUD et al. (1991) ¢ BAYOURTHE et al. (1994) e a menor concentragio
proteica do leite dos animais alimentados com tremogo pode ser uma sua consequéncia (
GUILLAUME et al. ,1987; EMILE et al., 1991). Do trabalho destes autores conclui-se
igualmente que, devido i sua capacidade de ingestfio, os bovinos digerem mal os tremogos
inteiros, excretando uma grande parte inalterada nas fezes.

A suplementagdo de caprinos leiteiros com tremogo doce revelou-se igualmente
satisfatoria, em estudos efectuados por autores franceses. MASSON (1981) comparou o
valor alimentar do grio de quatro proteaginosas - faveta, ervilha, tremogo e soja - e
concluiu que os animais consumiam methor o tremogo € a soja, o que se reflectiu numa mais
elevada produgdo de leite. Também o teor proteico e butiroso do leite foi maior nestes
tratamentos. BROQUA et al. (1983) suplementaram cabras leiteiras, alimentadas a base de
silagem de milho, com 500 g de de tremogo partido e 200 g de cevada. A produgdo de leite
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€ a sua composicéio foram semelhantes as de outros animais suplementados com 300 g de

bagago de soja e 400 g de cevada

4.3.4.2. Animais em crescimento

Na maior parte dos estudos efectuados com animais em crescimento nio se registou
qualquer diminui¢do da produtividade associada a inclusdio de tremocgos doces na dieta. A
tnica excepgdo parece ser a dos borregos, que poderdo baixar a ingestdio do suplemento de
tremogo, o que se poderd dever ao teor em alcaldides de variedades ditas doces ser
demasiado elevado, ou a uma maior dificuldade do animais jovens em mastigarem os duros
gréos dos tremogos, quando estes s3o fornecidos sem qualquer tratamento prévio.

Na alimentagdo intensiva de borregos GIOVANNI (1981), CAZES (1984) e KUNG
et al. (1991) concluiram que o tremogo doce pode substituir completamente o bagaco de
soja, tendo os dois primeiros autores registado mesmo um aumento do ganho médio diario
¢ do indice de conversdo dos animais suplementados com tremogo. A diminui¢io da
fermentescibilidade da proteina no rimen, pelo aquecimento a 130 °C, nfio originou
diferengas significativas no ganho médio didrio dos animais, que foi semelhante a outros
suplementados com tremogo cru ou bagago de soja ( KUNG ef al. 1991). GONZALEZ et
al. (1984) compararam o tremogo nfo s6 com o bagaco de soja mas também com o bagago
de girassol, e nfio encontraram igualmente qualquer diferenga na resposta dos animais aos
diferentes suplementos. Num trabalho levado a cabo na Austrilia por KENNEY (1980a),
com TFE doce, alimentaram-se borregos ad libitum com 6 tratamentos constituidos por
quantidades crescentes deste tremogo ( 0 a 100%) em substituicdio de aveia e 10% de feno,
tendo o consumo e o ganho médio didrio dos animais sido directamente proporcional 3
quantidade de leguminosa na ragfo.

Em todos os trabalhos com borregos referidos, exceptuando este tltimo, os tremogos

foram grosseiramente moidos. Em dois ensaios levados a cabo com tremogo inteiro (ITCF,
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1982 cit. por LACASSAGNE, 1984) registaram-se quebras acentuadas da velocidade de
crescimento, 15 a 22% inferiores a observada no tratamento de bagago de soja e que se
ficaram a dever a uma menor ingestéio da dieta. A forma de apresentacdo da dieta poderia
ter influido nos resultados obtidos apesar do ITCF (1981) cit. por LACASSAGNE (1984)
ter obtido um bom resultado numa experiéncia levada a cabo com tremogos inteiros e
FAURIE et al. (1992) cit. por CARROUEE et al. (1992) ndo terem encontrado qualquer
diferenca entre o consumo e a digestibilidade do tremogo inteiro ou moido, em borregos.
Também o teor em alcal6ides destes tremogos pode ser responséavel por baixas ingestdes,
uma vez que o teor em alcalides pode variar bastante com os factores ambientais.

Nos trabalhos realizados com bovinos em crescimento a suplementag@o constituida
por tremogo ou TFE doces di resultados compariveis aos do bagago de soja e,
contrariamente ao que se verificou em vacas leiteiras, 0s animais em crescimento
aproveitam t3o bem o gréo inteiro como moido. Na engorda de novilhos o tremogo pode
substituir o bagago de soja, sem alteragdo do ganho médio didrio dos animais (HUGUET et
al.,, 1983; RAYMOND e SEROUX, 1984; EMILE et al., 1988) ou mesmo levar a
resultados significativamente superiores ( EMILE et al., 1991). Também SCHWARZ e
KIRCHGESSNER (1989) cit. por HILL (1990) compararam a tremocilha doce com a fava,
a ervilha e o bagaco de soja como suplemento para novilhos alimentados com dietas
isoazotadas a4 base de silagem de milho, sem encontrarem qualquer diferenga entre os
ganhos médios didrios dos animais de cada tratamento. FUKAMCHI (1986) cit. por HILL
(1990) nfio encontrou igualmente qualquer diferenca entre o desempenho produtivo de
vitelos suplementados com 13% de TFE ou bagago. de soja desde os 150 aos 700 Kg. Tdo
pouco se registaram quaisquer diferencas entre a qualidade da carne ¢ a composigdo das
carcagas.

A moenda do grio parece nio ser necessaria para que seja bem consumido e

aproveitado pelos animais (HAWTHORNE e FROMM, 1977; HUGUET, 1984 cit. por
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LACASAGNE, 1984; EMILE et al., 1991). Os tltimos autores chegaram, inclusivamente, a

obter resultados superiores com o griio inteiro.

4.3.5. Os tremoceiros e a alimentac¢io dos ruminantes no sequeiro

Utilizam-se os tremoceiros secos como pastagem, durante o Verio (agostadouros),
em muitas regides de clima mediterranico e solos 4cidos do Sul de Portugal e de Espanha
assim como da Africa do Sul e Australia. Como ja foi referido, nestas condi¢Bes os animais
dispdem sobretudo de alimentos com baixo teor proteico € EM, como as pastagens secas,
restolhos e palhas de cereais, pelo que os tremoceiros secos consumidos in situ constituem
uma fonte barata e adequada de azoto e fibra digestivel, sem teores em amido que diminuam
a digestibilidade da fibra ou que provoquem acidose l4ctica, como acontece frequentemente
nos restolhos de cereais. Nas regides de cariz mediterranico da Austrélia utilizam-se estes
agostadouros durante o flushing dos reprodutores ovinos, na alimentagfio de ovelhas em
final da gestagdo, no arranque de borregos ap6s e durante o desmame e na engorda e
acabamento dos animais.

Em Portugal e Espanha a tremocilha é a espécie de Lupinus mais utilizada para
agostadouro (CORZO, 1986; ARAGON, 1987), sendo assim consumida por bovinos,
suinos e sobretudo pelos pequenos ruminantes, geralmente em regime de pastoreio
intermitente associado aos restolhos e pastagem natural seca. Neste regime, os criadores de
gado sabem empiricamente que os animais consomem maior quantidade de palhas, pasto
seco e espécies lenhosas (no caso dos caprinos).

Na Austrélia utiliza-se principalmente o agostadouro de TFE para a alimentagio de
ovinos, embora os animais também aproveitem os restolhos da lupinicultura, bastante
desenvolvida nestas regifes. Existem também noticias de que muitos agricultores espatham
os tremogos com um distribuidor centrifugo sobre os restolhos de cereais e pastos secos,

aproveitando a facilidade com que os ovinos conseguem ingerir estes grios quando
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dispersos pelo solo, notando-se que esta suplementagio melhora o aproveitamento da fibra
da dieta e aumenta o seu consumo (NELSON e DELANE, 1990). Néo € pois de estranhar
que os principais trabalhos levados a cabo sobre o valor alimentar dos tremoceiros para os
ruminantes tenham sido relizados por autores australianos. Para SMITH (1986) o grdo dos
tremoceiros estimula os ruminantes a ingerirem maiores quantidades de forragem de baixa
qualidade e, segundo PRESTON e LENG (1987), fornecem sobretudo azoto fermentavel,
amino4cidos e fibra digestivel para os microorganismos do ramen. Colmatar-se-ia o baixo
teor destes nutrientes nas palhas, o que favorece o desenvolvimento microbiano e a
manutengdo de niveis populacionais necessérios a uma eficiente colonizagdo dos substractos
fibrosos. O trabalho de SMITH e KENNEY (1987) cit. por PRESTON e LENG (1987) ¢
particularmente elucidativo deste aspecto: ovelhas alimentadas com pasto seco (5-7% PB e
43-49% D) aumentaram a sua ingestdo em 42% quando foram suplementadas com 85 g/dia
de TFE e bovinos suplementados com 900 g/dia aumentaram a ingestdo da pastagem em
11%.

KNIGHT et al. (1975) ¢ KENNEY (1980b) sugerem que, em condi¢des de campo,
também deve haver uma importante quantidade da proteina ingerida que escapa a protedlise
ruminal e é absorvida nos intestinos. Um suplemento de flushing constituido por TFE
aumentou significativamente a taxa de prolificidade de ovelhas, comparativamente a um
tratamento constituido por cevada e ureia, que forneceu mais 25% de energia ¢ a mesma
quantidade de azoto ( KNIGHT et al. ,1975). KENNEY (1980b) registou um aumento
paulatino e significativo da taxa de sobrevivéncia de borregos e do seu peso vivo quando
suplementou ovelhas antes da pari¢dio com aveia (13 % PB) e quantidades crescentes de
TFE. Também para TELENI et al. (1989) o aumento das concentragdes plasméticas de
glucose (130%) em ovelhas suplementadas com 750 g didrios de tremogos,
comparativamente a uma dieta de manutengdo constituida por feno ¢ aveia, parece indicar
que parte da sua proteina é encaminhada para a neoglucogénese, com o aumento da

produgiio de propionato no rimen a contribuir para apenas 29% da glucose produzida.
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Assim, o efeito positivo de um suplemento de tremogos durante o Vero, englobaria ndo sé
uma mais eficiente digestdo microbiana dos alimentos fibrosos de baixa qualidade, mas
também produgdes de glucose, a partir do catabolismo de amino4cidos da dieta, que levam
a uma maior eficicia de aproveitamento do acetato produzido no rimen a partir daqueles

alimentos.
4.3.5.1. Valor alimentar dos agostadouros de tremoceiros

O valor alimentar dos agostadouros de tremoceiros depende principalmente da
quantidade de semente produzida: os agostadouros que originam maiores produgées
animais sdo os que contém maiores quantidades de sementes (ARNOLD et al., 1976;
ARNOLD e WALLACE, 1977). Os pequenos ruminantes encontram-se mais adaptados ao
pastoreio dos agostadouros pela facilidade com que seleccionam as sementes espalhadas
pelo solo. Os trabalhos em que ALLDEN e GEYTENBEEK (1984) compararam o
crescimento de bovinos e ovinos nos agostadouros de vérias leguminosas - favas, TFE,
chicharo, ervilha e trevo subterrineo - mostram que os bovinos crescem melhor nas
espécies de sementes maiores ou naquelas que as retém nas vagens, como & o caso das
favas. Os tremogos conservaram o seu grio nas vagens no inicio do pastoreio e durante este
periodo os bovinos aumentaram de peso rapidamente, mas logo que as vagens se abriram
espalhando as sementes pelo solo o crescimento parou. As vagens dos chicharos e ervilhas
perderam o grdo muito cedo e este ficou inacessivel para o bovinos. A velocidade de
crescimento destes animais s6 superou a dos ovinos no agostadouro de trevo subterrineo,
mas aqui o factor determinante nfio deveria ter sido a quantidade de semente presente na
pastagem.

Nas regies de clima mediterrnico da Australia, a lupinose é uma doenga frequente nos
animais que pastam os agostadouros de tremoceiros, exercendo uma influéncia

determinante no seu valor alimentar. Trata-se de uma micotoxicose causada por Phomopsis
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leptostromiformis (Kuhn) Bubdk, um comensal que coloniza os troncos da leguminosa, e
que exerce a sua ac¢do sobre o figado através de duas micotoxinas, fomopsina A e B,
responsdveis pela paragem da mitose nos hepatdcitos com subsequente necrose ¢ morte dos
animais (CULVENOR et al., 1977). LUCAS e CAMARA (1943) cit. por REGO e
TOMAZ (1991) ja tinham identificado o fungo em tremocilhas da zona de Pegdes e REGO
e TOMAZ (1991) também o encontraram em plantas provenientes de Alciacer do Sal
LANCA (1992) detectou a presenga do fungo num campo de tremocilha do Baixo-
Alentejo, mas em quantidades nfio susceptiveis de desencadear a doenga. A ingestdo das
plantas, mesmo apds as primeiras chuvas, em Setembro, nfo provocou qualquer alteracdo
aparente na saide dos animais. No entanto, sabe-se que o desenvolvimento do fungo pode
variar bastante, respondendo positivamente a aumentos da humidade atmosférica
(TATCHER, 1982). Os prejuizos provocados pela doenca na Austdlia levaram ao
desenvolvimento de cultivares de TF.Evresistentes ao fungo (COWLING et al., 1988). Em
Portugal, muitos criadores e pastores notam ocasionalmente a morte sibita de ovinos em
agostadouros de tremociltha brava embora nio se saiba se o Phomopsis leptostromiformis
esta implicado. Nos restolhos dos tremoceiros cultivados na Australia a quantidade de
semente residual ronda 200 Kg/ha e as ovelhas consomem cerca de 250 g/dia, podendo os
criadores manter os animais nos restolhos durante 10 semanas com uma carga de 10

ovinos/ha (NELSON e DELANE, 1990).
4.3.5.2. Alimentagiio de animais em crescimento

A suplementacdo de animais jovens em pastoreio com proteaginosas, em condigSes de
sequeiro mediterrdnico durante o Verfio, tem um efeito positivo sobre a velocidade de
crescimento ao possibilitar maiores ingestSes de MS com um alto valor proteico. A nutrigfio
do feto e das crias também é melhorada devido a uma melhor nutrigio da mie, o que se
traduz em pesos mais elevados ao nascimento e ao desmame (PRESTON e LENG, 1987).
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A relagdo entre o pastoreio de agostadouros e a velocidade de crescimento em ovinos, pode

ser observada no quadro 4.1..

Quadro 4.1. Ganhos médios didrios de ovinos em agostadouros de gramineas e
leguminosa.

Agostadouro Carga Dias de GMD Autor
(animais/ha) Pastoreio _(g/dia)
TFE doce 50 80 125 1
60 14/28 50/1212 2
40 84 120 3
Tremocilha doce 50 80 81 1
Tremocilha brava 25 25 80 4
12,5 53 66 4
40 63 0 5
Aveia x TFE 15 91/70 53/1612 2
30 43/42 67/148 2
60 28 28/125 2
Cevada 40 84 31 3
Ervilha 40 84 67 3
Chicharo (Lathyrus 40 84 43 3
cicera)

1 - ARNOLD et al. (1976). 2 - MORCOMBE et al. (1987). 3 - ALLDEN e GEYTENBEEK (1980). 4
- CORZO (1982). 5 - LANCA (1992). a- com maior/menor lupinose.
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4.3.5.3. Alimentagio de reprodutores

Os agostadouros de tremoceiros podem ser aproveitados para realizar o flushing nos
ovinos. A melhoria da fertilidade e prolificidade obtida deve-se a um aumento da taxa de
ovulacio e a uma diminuicio da mortalidade embrioniaria (CROCKER et al., 1979;
LINDSAY et al., 1980; HYND, 1986). Os tremoceiros tém a particularidade de aumentar a
taxa de ovulag#o até 30 pontos percentuais, comparativamente ao agostadouro de pastagem
anual (LINDSAY et al., 1980), mesmo sem aumento do peso vivo do animal como
acontece normalmente durante o flushing (KNIGHT et al., 1975). Segundo STWART e
OLDHAM (1986) bastam 6 dias de consumo de grio, antes da cobrigdo, para se
conseguirem aumentos significativos da taxa de ovulagdo. CROKER et al. (1979) sugerem
que a elevada concentragdo proteica da semente € o factor chave no desencadear daquela
reacgfo, opinifio que é reforcada pelo facto de uma suplementagio com cereais na altura da
cobrigdo, nunca provocar aumentos tio amplos da taxa de ovulagio (MARSHAL, 1978 cit.
por MURRAY ¢ ROWE, 1984).

A taxa de ovulagio depende fortemente das condi¢gdes de nutrigiio, sendo
incrementadas por aumentos de ingestio de energia e proteina digestivel (FLETCHER,
1981). Para um mesmo nivel energético a taxa de ovulagdo serd maior para os mais
elevados niveis de ingest3o de proteina (SMITH, 1988). O trabalho deste autor mostra que
ovelhas alimentadas com dietas de alto teor proteico, tém niveis significativamente
superiores de enzimas hepéticas implicadas no metabolismo do estradiol e, em virtude disso,
também maiores concentragSes plasmaticas de FSH antes e durante a lutedlise. Esta maior
quantidade de FSH seria responsével por um maior nimero de foliculos ovulantes. Varios
trabalhos sugerem que serd este o mecanismo de actuag@o dos tremoceiros sobre a taxa de
ovulacdo (BRIEN et al., 1976; NOTTLE et al., 1987 cit. por RITAR e ADAMS, 1988).
Porém, outros trabalhos parecem indicar que a acg@io da proteina dos tremoceiros seré antes

exercida ao nivel dos ovarios, estimulando a sua sensibilidade as gonadotrofinas
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(RADFORD et al., 1980; RITAR e ADAMS, 1988). O processo que leva a um aumento da
taxa de fertilidade pela suplementacio com tremogos ndo est4 ainda bem esclarecido, visto
que KNIGHT et al. (1975) conseguiram aumentar significativamente aquele pardmetro em
ovethas suplementadas com tremogos, relativamente a outros animais suplementados com
cevada e ureia, isoazotadamente e com 25% mais de energia. Nos carneiros, a ingestdo de
tremogos aumenta o tamanho testicular e a capacidade espermatogénica, através do

incremento da producdo de LH (SUTHERLAND e MARTIN, 1980).
3. Objectivos do trabalho experimental

Da revisdo bibliografica efectuada concluju-se que a utilizagio da tremocilha brava
‘pelos ruminantes se encontra pouco estudada, assim como o destino dos seus alcaldides
através dos metabolismos da flora ruminal e do seu hospedeiro. Ignora-se se o teor em
alcaldides da tremocilha - até 12 % da MS - constitui um obstéculo a um pleno
desempenho produtivo nos ruminantes, Dadas as propriedades t6xicas, inibidoras do
consumo e antibiéticas dos alcaléides quinolizidinicos seria interessante saber como
responde o ruminante a elevadas quantidades destas substéincias na dieta, e até que ponto
ndo seria preferivel substituir a tremocilha brava por variedades doces de Lupinus. Julgamos
que as respostas a estas questdes tém hoje em dia um especial interesse para a nossa agro-
pecudria, visto que se adivinha uma redugdio dos restolhos disponiveis durante o Verdo,
devido 2 crescente redugfio das 4reas dedicadas aos cereais, que podera ser colmatada por
um aumento do cultivo da tremocilha para agostadouros. Além disso, 0 incremento das
areas plantadas com sobreiros e azinheiras, permite antever um desenvolvimento que a
silvopastoricia deveré sofrer a médio e a longo prazo, e a que a cultura da tremocilha, pelas
raz3es anteriormente expostas, nfio dever ficar alheia. Niio ¢ também menos importante a
Crescente procura pelos consumidores de came e leite produzidos em regimes ndo

intensivos, sistemas em que a tremocilha poderia assumir um papel relevante.
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Notou-se uma lacuna nos conhecimentos relativos ao efeito da suplementacio com
tremocilha brava sobre a produgio de leite na ovelha, ignorando-se igualmente se os seus
alcaléides contaminam o leite e se, dadas as suas propriedades anti-microbianas e sabor
amargo, alteram a qualidade do queijo. A area de distribuicdo geografica da tremocilha no
Alentejo abarca vérias regifes demarcadas de producio de queijo e importa saber se a
utilizacdo desta leguminosa como suplemento proteico tem algum impacto sobre a
qualidade do queijo, visto que as ordenhas tém vindo a ser prolongadas pelo final da
Primavera, altura em que os agostadouros de tremocilha podem ser utilizados para
equilibrar a dieta das ovelhas. Assim, este trabalho pretende estudar o efeito do grio da
tremocilha brava sobre a ingestdo e utilizag8io digestiva dos nutrientes da dieta recorrendo a
variedades doces de tremogo e ao bagago de soja como termos de compara¢do. Analisa-se
também o efeito dos alcal6ides da tremocilha sobre a actividade microbiana ruminal in vitro
¢ 0 seu destino no suco ruminal. Compara-se ainda o efeito de um suplemento de tremocilha
brava sobre a produgfo de leite de ovelhas Serra da Estrela e sua composi¢do quimica, com
0 de um tratamento constituido por bagaco de soja. Por tltimo aproveita-se o leite
produzido pelas ovelhas para fabricar queijo de Serpa e estudar o efeito da alimentagdo
sobre a composi¢do quimica e caracteristicas sensoriais destes. Pretendemos, em suma,
averiguar se a tremocilha brava e os seus alcaléides poderdo exercer qualquer efeito
negativo sobre a actividade microbiana do rimen dos ovinos e sobre a flora caseificante e
qualidade do queijo, susceptivel de limitar a expansio da tremocilha brava nos sistemas
agro-florestais do Sul de Portugal.
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PARTE II - TRABALHO EXPERIMENTAL






1. Valor alimentar da tremocilha brava para ovinos

1.1. Introducio

Os tremocos utilizados na alimentagdio de ruminantes s3o sobretudo de variedades
doces, de baixo teor em alcaldides (< 0,05% da MS da semente), e aparentemente estes
niveis de alcaldides nfio constituem obstaculo A utilizacio digestiva da dieta (HILL, 1990).
Entre nés a tremocilha brava ¢ a espécie de Lupinus mais consumida pelos ruminantes,
geralmente em regime de pastoreio directo, e os alcaléides que contém podem atingir o teor
de 1,2% da MS da semente, conferindo-lhe um caracteristico sabor amargo. Apesar dos
animais consumirem bem toda a planta seca, depois dos alcaldides terem migrado para a
semente, o sabor amargo parece ser o unico factor fortemente inibidor do consumo da
planta quando ainda verde, que sé ¢é ingerida quando a maioria das restantes espécies da
pastagem ji foram consumidas. Uma muito baixa palatabilidade e ingestdo do material
verde também foram registadas no L. nootkatensis amargo (GUDMUNDSSON et al.
(1992) e no tremogo vulgar amargo (MADRUGA e BORBA, 1994). Os estudos efectuados
sobre o valor alimentar de variedades amargas de Lupinus para ruminantes sdo bastantes
escassos, dada a utilizagdo generalizada das variedades doces. Em Portugal, o cultivo
tradicional da tremocilha brava constitui notavel excepgao, facto que se pode justificar pela
rusticidade que os alcaléides transmitem é'planta sem no entanto impedirem a sua ingestdo
pelo ruminante.

ARNOLD et al. (1976), & semelhanca de LANCA (1992), nfo encontram
aparentemente qualquer efeito negativo significativo dos alcal6ides sobre a ingestibilidade e
a produtividade animal, quando alimentaram ovelhas com o grdo de TFE amargo (0,5 % de
alcaléides) e tremocilha brava (0,8 %), respectivamente. Também CHEEKE e KELLY
(1989) referem a facilidade com que os ovinos ingerem grandes quantidades de tremocgos
selvagens (1 % de alcaloides) nas pastagens do Oeste americano. Sabe-se que os ovinos se

recusam a consumir o grdo do tremogo vulgar, pelo que a espécie escolhida para pastoreio,
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mesmo nos solos onde aquele vegeta melhor, & geralmente a tremocilha. Nés proprios,
como se refere em 1.2., falhdmos em fazer ingerir aos animais grio de tremogo amargo
vulgar. A recusa dos animais em ingerir as variedades amargas desta espécie devera estar
relacionada com o seu maior teor em alcalbides - mais de 2 % da MS, contra menos de 1,5
% no TFE, e até 1,2 % na tremocilha brava e nos tremogos selvagens da América do
Norte. Segundo HILL e PASTUSZEWSKA (1993) o limiar de rejeigiio absoluta encontra-
se entre 0s 2 % e os 5 %. Os dados relativos aos parémetros digestivos das variedades
amargas encontrados na literatura referem-se unicamente 2 forragem verde do tremogo
vulgar e de L. nootkatensis, sendo aceite que aparentemente nfio existe qualquer efeito
negativo significativo dos alcal6ides destas espécies sobre a utilizagio digestiva da dieta
(MADRUGA e BORBA, 1994; GUDMUNDSSON et al., 1992)

O presente estudo pretende contribuir para colmatar a falta de dados referentes ao
valor alimentar de dietas em que se utilize a tremocilha brava e tremogos doces como
suplemento tnico de forragens de baixa qualidade, condigdes em que estas leguminosas
assumem maior interesse nos sistemas de produgio animal do sequeiro. Por outro lado, os
trabalhos encontrados na literatura sobre o valor alimentar de variedades amargas em
ruminantes nfo incluem a tremocilha brava e os seus alcaldides principais - lupinina e
esparteina - sabendo-se que diferengas qualitativas no perfil dos alcaléides presentes na
dietas podem implicar respostas diferentes no animal para uma mesma concentragdo de
alcaldides (HILL e PASTUZEWSKA, 1993). Assim, pretendemos fazer um estudo
comparativo do valor alimentar de dietas constituidas por feno suplementado com as
principais espécies de Lupinus com interesse agronémico no nosso pafs e determinar se se
verifica alguma diminuicio no valor dos coeficientes de utilizagdo digestiva dos principais

nutrientes da dieta provocada pelo consumo da tremocilha brava.

1.2. Materiais e métodos.

1.2.1. Dietas
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Estudaram-se quatro dietas a base de feno de aveia de corte tardio suplementadas
com bagago de soja (dieta BS) (testemunha), tremocilha brava (dieta TB), tremogo doce
(dieta T) (L. albus L. variedade Estoril)) e TFE doce (L. angustifolium L. variedade
Uniwhite) (Quadro 1.1.). As nossas tentativas de adquirir tremocilha doce, com uma
percentagem de alcaléides inferior a 0,05% da MS da semente, para incluir neste estudo
comparativo revelaram-se infrutiferas. Tentdmos igualmente utilizar uma dieta em que o
suplemento fosse constituido por tremogo amargo, mas os animais deixaram de o ingerir
no 3° dia da habituac3o, exibindo os sintomas caracteristicos de intoxicagfio por lupanina -
prostracdo, descoordena¢iio motora, respiragdo ofegante -, tendo sido substituido pela
variedade doce "Estoril”. As quatro dietas, isoazotadas, foram fornecidas de modo a suprir

as necessidades de manuteng3o, em regime ad libitum (Quadro 1.2.).

Quadroe 1.1. Composi¢io quimica dos alimentos utilizados (%MS).

Parimetros Feno BS TB T TFE
MS(%) 84,17 86,73 88,30 85,80 90,16
MO 93,08 93,52 96,70 96,30 96,89
PB 9,07 49,00 41,76 33,51 28,11
NDF 63,71 15,01 30,92 20,63 27,64
ADF 39,29 8,87 23,33 18,42 22,52
ADL 4,69 0,65 2,49 1,87 0,84
CEL 34,60 8,22 20,84 16,55 21,68
HEM 24,42 6,14 7,59 2,21 5,12
HCS 3,50 14,45 10,53 7,11 13,10
EE - 0,83 6,34 10,14 6,44
ALC - - 1,00 0,04 0,04
DMS 55,50 90,50 87,1 89,60 92,00
DMO 53,90 90,01 86,6 88,60 91,30
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Quadro 1.2. Composicdo das dietas utilizadas (%MS).

Dieta

BS TB T TFE
Feno 78,68 74,43 66,37 | 59,04
Concentrado 19,82 24,07 32,13 39,46
CMV 1,5 1,5 1,5 1,5
PB 16,55 17,12 16,78 16,46
NDF 53,74 54,25 48,72 47,44
ADF 32,98 34,53 31,84 31,66
ADL 4,12 3,84 3,57 3,06
CEL 28,86 30,69 28,27 28,6
HEML 20,76 19,76 16,88 15,78
ALC. 0 0,24 0,01 0,02
EM(MJ.Kgh? 8,51 8,64 9,21 9,78

a) Estimada a partir da DMS dos alimentos (MAFF, 1977)

A forragem foi cortada em particulas com cerca de 5 cm de comprimento, de modo a
limitar a saida de material para fora das caixas metabdlicas. Os suplementos foram

distribuidos em natureza.

1.2.2. Animais e maneio

Utilizaram-se quatro carneiros da raga Serra da Estrela com cerca de quatro anos de
idade e com o peso vivo médio de 61,48 + 6,95 Kg. Antes do inicio do ensaio os animais
foram desparasitados, vacinados para prevengdo de enterotoxémia e pasteurelose. Os

carneiros foram distribuidos aleatoriamente pelas quatro dietas, segundo um esquema
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estatistico de quadrado latino. Alimentaram-se duas vezes por dia (9:00 e 17:00 horas), em
regime ad libitum, tendo sido admitidas rejeigdes de 10% do feno fornecido. Os
suplementos foram fornecidos de modo a manter as dietas isoazotadas.

Habituaram-se os carneiros as dietas durante 14 dias, periodo em que se alojaram em
boxes individuais. Seguiam-se 7 dias de registo individual e didrio das quantidades de
alimento fornecido e recusado bem como das fezes e urinas excretadas. Neste periodo os
animais eram transferidos para caixas metabélicas e registados os pesos iniciais ¢ finais,
sendo a média utilizada no célculo da ingestdo de MS. No inicio de cada um dos quatro
periodos experimentais recolheram-se amostras dos suplementos, para anslise laboratorial.
Foram ainda efectuadas recolhas individuais e didrias de 10% do feno fornecido e refugado,
assim como de 10% das fezes e de 5% das urinas excretadas, que se agruparam em amostras
compbsitas por cada tratamento e animal. Nos recipientes de recolha das urinas colocaram-
se diariamente 5 ml de 4cido sulfiirico a 50%, para limitar as perdas de aménia. As amostras
de fezes e urina foram armazenadas em recipientes opacos a -18°C até ao final de cada
periodo experimental. As amostras de alimentos e fezes foram secas em estufa ventilada e a
temperatura de 60°C durante 48 horas.

1.2.3. Anailises quimicas

As amostras secas dos alimentos, refugos e fezes foram moidas num moinho de
laboratério com crivo de malha redonda de 1mm de diAmetro, antes de serem analisadas. A
humidade residual foi determinada em amostras de 0,5 g, secas em estufa a 103°C durante a
noite, ¢ o teor em cinzas por. incineragio em mufla a 550°C durante 3 horas. Utilizou-se o
método macro-Kjeldhal (AOAC, 1990) para determinar a concentragdo de N e estimou-se a
concentragio em PB nas amostras, multiplicando o valor encontrado por 6,25. Para a
determinagdo do teor em fibra insolivel em detergente neutro (NDF), fibra insolivel em
detergente 4cido (ADF) e lenhina no residio da ADF (ADL) recorreu-se ao método
proposto por GOERING e VAN SOEST (1970). Para estimar o valor da celulose subtraiu-

51



se ao teor em ADF o teor em ADL, ¢ a partir da diferenga entre NDF e ADF estimou-se o
teor em hemicelulose. A concentragso em hidratos de carbono solaveis foi determinada pelo
método proposto por HERBERT et al.(1971). O teor em alcalbides totais foi determinado
pelo método proposto por VON BAER (1977) e a digestibilidade in vitro da matéria
orgénica (DMO) e da MS (DMS) pelo processo de TILLEY E TERRY (1963) modificado
por ALEXANDER e McGOWAN (1966).

1.2.4. Andlise estatistica

Foi feita a anilise de varidncia para um delineamento em quadrado latino,comparando-
se as médias dos tratamentos pelo teste LSD. As diferencas registadas entre os tratamentos
foram consideradas significativas (*), muito significativas (**) ou altamente significativas
(***) quando se estimou a sua probabilidade dé ocorréncia nfio casual em 95% (P<0,05),

99% (P<0,01) ou 99,9% (P<0,001), respectivamente (GOMEZ e GOMEZ, 1984).
1.3. Resultados e discussdo
1.3.1. Composigio quimica dos suplementos e das dietas

No quadro 1.3. apresentam-se os dados referentes a composi¢io quimica de
tremocilha, tremogo e TFE obtidos por vérios autores. O teor em PB da tremocilha brava
utilizada ¢ da mesma ordem dos encontrados na bibliografia. E inferior ao valor encontrado
por LANCA (1992) num ecétipo do Baixo Alentejo, mas bastante semelhante ao
determinado por MUZQUIZ et al. (1982) em material com a mesma origem. As
concentragdes proteicas dos gréios de tremoceiros utilizados encontram-se dentro dos limites
encontrados na literatura por HILL(1977), e sdo inferiores as registada no BS. A partir dos
valores citados podemos ainda concluir que algumas variedades de tremocilha podem atingir
niveis de PB préximos dos do BS.
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O teor lipidico da tremocilha, tremogo e TFE ¢é da mesma ordem dos referidos por
HILL (1977) e semelhante aos referidos pelos restantes autores. O maior teor em gordura
apresentado pelo tremogo, em rela¢dio a tremocilba e TFE também estd de acordo com os
assinalado pelos restantes autores. Como seria de esperar, o BS apresenta um valor vestigial
de gordura.

Os dados referentes as fracgdes da fibra Van Soest no grio de tremocilha e tremogos
escasseiam na literatura. Refira-se, apesar disso, que o teor NDF da tremocilha brava é
superior ao determinando por LANCA (1992). Esta diferen¢a pode estar associada ao facto
de ambas as sementes pertencerem a ecOtipos naturais, com uma variabilidade mais
acentuada do que as variedades seleccionadas. Aquele valor também é superior ao
determinando por ARNOLD et al. (1976) numa variedade doce de tremocilha. Os valores
de NDF encontrados no tremogo ¢ TFE enquadram-se no leque referido pela bibliografia e
sdo da mesma ordem do detectado na tremocilha, todos inferiores ao valor de NDF do BS.
Sobressaiem ainda os baixos teores em lenhina detectados nas sementes analisadas o que é
indicativo da elevada digestibilidade da componente fibrosa, da ordem dos 90 % segundo o
INRA (1981), e em que predomina a celulose. A tremocilha apresentou ds mais elevados
teores em lenhina (2,5%).

O tremogo registou o mbnor teor em HCS, tendo a tremocilha ¢ o TFE registado
valores semelhantes ao do BS. O valor encontrado na tremocilha estd préximo dos
determinados por MUZQUIZ et al. (1982) quer em vérias cultivares de tremocilha quer em
ecotipos do Sul de Espanha, e é muito semelhante ao determinado por ARNOLD et al.
(1976). Enquanto que a concentragio em HCS determinada no tremogo se enquadra nos
valores encontrados pelos outros autores, no TFE a concentragido encontrada € superior,
embora se aproxime da determinada por ARNOLD et al. (1976). O valor de alcaléides
encontrados no tremogo € TFE sfo tipicos de cultivares doces, enquanto que o teor em
alcaléides da tremocilha se encontra dentro dos valores que constam na literatura. A menor
DMS invitro por nés observada na TB pode ser consequéncia do seu maior teor |

em lenhina. Apesar das dietas com T e com TFE apresentarem maiores
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Quadro 1.3. Composi¢io quimica do grio de algumas cultivares (cv.) de

tremocilha, tremoco e TFE (%MS).

Espécie MS MO PB EE NDF ADF ADL HCS Amido Ale. Autor
(%)
Lluteus
Vérias cv. 86,3a 9482 36,0a 40 0 1
90,2 96,0 47,6 a7l a
15
Ecétipos 90,82 42,1a 39 6,02a 08 3
92,8 43,8 a5,1 8,61 a
12
Brava 92,8 42,8 4,0 7,54 0,8 3
Brava 89,2 95,8 46,0 23,8 0,9 4
Weiko III 42,1 26,9 10,0 <0,05 5
L.albus
Virias cv. 794 953a 343a 9,9 4,0 0,03 1
a 971 449 a
93,0 14,5
Virias v, 92,32 36,7a 8,3 7.5 0,1 3
93,3 40,2 a a87 a
9,1 0,3
WB1 40,8 23,1 9.4 <0,05 5
Ultra 88,1 94,9 353 11,0 238 18,8 2,8 8.7 0,02 6
Teafwhite 359 9,3 0,07 2

1 - HILL (1977); 2 - JOHNSON et al. (1986); 3 - MUZQUIZ et al. (1982); 4 - LANCA, (1992); 5-

ARNOLD et al. (1976); 6- GUILLAUME et al. (1987).
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Quadro 1.3. Composicio quimica do grdo de algumas cultivares (cv.) de
tremocilha, tremogo e TFE (%MS) (continuagdo)

Espécie MS MO PB EE NDF ADF ADL HCS Amido Alc. Autor
(%)

L.angustifolius.

Virias cv 86,7a 96,l1a 28,0a 5,3a 7.3 1

916 976 379 6,6

Virias cv 91,4a 31,5 44a 4,5 0 2
91,5 33,7 53 a a
5,5 0,05
Virias cv 32,9a 26,4a 9,6 3
33,2 27,8

1- HILL(1977); 2-MUZQUIZ et al.(1982); 3- ARNOLD et al.(1976)

concentragdes energéticas, os teores em PB, ADF e celulose foram semelhantes em todos os

tratamentos.

1.3.2. Digestibilidade aparente da MO, NDF, ADF e PB.

No quadro 1.4. e na Figura 1.1 apresentam-se os valores referentes aos coeficientes de
digestibilidade aparente da MO, NDF, ADF e PB, determinados nas dietas utilisadas. Nos
anexos 1.1. a 1.4. encontram-se os valores determinados para cada carneiro bem como as
respectivas andlises de varidncia.

A DMO da dieta TB néo diferiu significativamente da das dietas BS e T (P>0,05).
Foi contudo inferior (P<0,001) a da dieta TFE. Em relag@o a dieta BS as dietas T e TFE
registaram uma maior DMO (P<0,01 e P<0,001, respectivamente). A DMO da dieta TFE

foi, por sua vez, superior a da dieta T ( P <0,05). O aumento da DMO com o aumento de
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Quadro 1.4. Coeficientes de digestibilidade aparente observados mnas dietas
experimentais (Média + EPM).

Pardmetros n BS TB T TFE EPM signif.

DMO 4 70,53 71,98 74,17 77,53 0,93 ok

DNDF 4 64,85 69,36 68,45 73,78 2,39 ns

DADF 4 60,96 66,38 69,57 74,37 2,41 -

DPB 4 75,34 74,27 78,16 78,36 1,50 ns

80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 -

Digestibilidade (%)

BS B T TFE

B opmo [E onpF [E pADF [ DPB

Figura 1.1. Coeficientes de digestibilidade aparente observados nas 4 dietas
experimentais.
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grdo na dieta, deve-se provavelmente ao incremento da proporgdo de substincias altamente
digestiveis. A DADF da dieta TB também néo diferiu significativamente da encontrada nas
dietas BS e T (P>0,05). S6 se registaram diferengas significativas entre a DADF das dietas
BS e T, TB e TFE (P<0,05) e BS e TFE (P<0,01). Houve um efeito positivo bem marcado
dos niveis mais elevados de grdo sobre a DADF, ao contrario do que sucedeu com a DNDF,
pardmetro em que ndo se registaram diferengas significativas entre as dietas. Os maiores
valores de DADF das dietas com maior quantidade de tremogo deverdo corresponder
principalmente a uma maior proporcdo de ADF com menor teor de lenhina, logo com uma
maior disponibilidade da fibra para a digestdo microbiana. Uma proporg¢do crescente de
tremogo na dieta ndo correspondeu a nenhuma quebra dos valores da DADF. Os
concentrados ricos em amido, como os cereais, tém um efeito depressor sobre a DADF da
dieta (Quadro 1.5.), mas os tremogos, cujo teor em amido é dos mais baixos de entre as
leguminosas cultivadas, originam condigdes favoraveis a digestdo da fibra através da
manutencdo de valores relativamente elevados de pH e da populagio celulolitica da flora
ruminal (WATSON et al.,1984; VALENTINE e BARCH, 1987 ¢ HYND et al. ,1985 cits.
por HILL, 1990).

Quadro 1.5. Efeito da suplementa¢io com grio de aveia na DMO,
DNDF e DADF de uma dieta & base de feno da graminea Axonopus
affinis Chase (5,6% PB)

Aveia Digestibilidade(%o)

(%MS) MO NDF ADF
0 52,4 62,1 57,5
19 54,7 57,8 51,9
36 57,9 52,3 47,5
50 58,9 50,1 38,3

Origem: Lloyd e Davies (1992)
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N3o se registaram diferengas significativas entre a DPB de cada uma das dietas o que
traduz a elevada disponibilidade do azoto dos tremogos, caracterizado até por uma
excessiva solubilidade (GUILLAUME et al, 1987, SMITH e WARREN, 1986;
VALENTINE e BARTCH, 1987). Estes resultados contradizem os obtidos por JOHNSON
et al. (1986), que encontraram uma menor DPB numa dieta para vacas leiteiras, em que se

usou tremogo com 0,068% de alcaldides como suplemento proteico, em comparagéo com o

bagacgo de soja.
1.3.3. Ingestio de MS

Na figura 1.2. apresentam-se os dados referentes a ingestdo de MS registados em cada

uma das dietas. Os valores obtidos em cada animal e a respectiva analise de varidncia sdo

mostrados no anexo 1.5..

45,00 -
40,00 -
35,00 -
30,00 -
25,00 -
20,00 - 41,90
15,00 |
10,00 -

5,00 -

0,00 £

37,73

Ingestdo de MS
(g/dia/Kg0.75)

BS B T TFE
Tratamentos

Figura 1.2. Ingestio média de MS observada nos animais
alimentados com as 4 dietas. EPM = 3,50.
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N&do se encontraram diferencas significativas entre as quantidades médias de MS
ingeridas pelos animais (P > 0,05), embora a ingestfio da dieta TB tenba sido inferior em
10% a verificada na dieta BS, e em 11 ¢ 6% a verificada nas dietas TFE e T,
respectivamente. Os efeitos da inclusdo de tremogo na dieta sobre a ingestdo de MS sdo por
vezes contraditérios, o que pode reflectir quer os seus diferentes teores em alcal6ides, que
podem variar bastante mesmo nas variedades reconhecidas como doces, quer diferentes
niveis de incorporagio de tremogo na ra¢fio ou mesmo diferencas qualitativas entre os
alcaléides de cada espécie. No entanto, da maior parte dos trabalthos efectuados conclui-se
que a suplementagdo com tremogo doce nfo altera a quantidade de MS ingerida, nem
provoca problemas de aceitagfo.

GIOVANNI (1981) e TISSERAND e LAWRENCE (1979) também nfio encontram
alteragGes na quantidade de MS ingerida, quando substituiram BS por tremogo doce (ndo
referem o teor em alcal6ides) ou ervilha, na suplementagdo de borregos alimentados com
feno nem ARNOLD et al. (1976) obtiveram diferencas significativas entre a ingestdo ad
libitum de agostadouros de cultivares doces (0,01 % de alcal6ides na semente) e amargas (
0,5 % ) de TFE. KUNG et al. (1981), trabalhando com ovinos, ndo encontraram igualmente
qualquer diferenca na ingestio de MS de dietas isoazotadas e isoenergéticas suplementadas
com 21 % de tremogo doce (nio refere o teor em alcal6ides) ou com bagago de soja.
SMITH ¢ WARREN (1986) também nfio registaram qualquer diferenca na ingestdo de
dietas com 22 % de TFE (0,06 % de alcaléides) ou com bagago de algodiio assim como
os trabalhos de HUGUET et. al. (1984), EMILE et al. (1991) e MAY et al. (1993)
efectuados com bovinos e o de BROQUA et al. (1983) e MASSON (1981) efectuados
com caprinos, revelam a auséncia de diferengas significativas na ingestdo de dietas
suplementadas com tremogo doce (nfo referem o teor em alcal6ides) ou bagago de soja.

J& PURROY et al (1992) encontraram valores de ingestio, em borregos,
significativamente mais baixos quando uma série de leguminosas (lentilhas, favas e BS) eram
substituidas por tremogo vulgar cv. Multolupa (0,9 % de alcal6ides) como fonte proteica,
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facto que os autores atribuem & presenca de alcaloides na dieta. Também a inclusdo de 17
% de tremogo com 0,02% de alcaloides, numa dieta para vacas leiteiras, em substitui¢do de
bagaco de soja provocou uma redugfo significativa da ingestio de MS segundo
GUILLAUME et al. (1987). Ainda segundo estes autores o decréscimo registado na
ingestdo poderia ser o resultado da presenga de alcal6ides na dieta ou uma consequéncia da
forte fermentescibilidade do N dos tremogos que conduziria a uma deficiéncia proteica no
animal. SINGH et al. (1991) cit. por MAY et al. (1993) também se referem a uma
significativa redugdo na MS ingerida por vacas leiteiras suplementadas com tremogo doce.

A menor ingestdo verificada na dieta TB podera dever-se aos alcaléides presentes na
dieta, embora os animais ingerissem de imediato a totalidade da tremocilha que thes era
oferecida. Assim, aquela tendéncia para reducdio da ingestdo poderia ser mais o resultado de
um efeito post-absortivo dos alcaléides do que traduzir uma redugio da palatabilidade da
dieta.

De acordo com HILL (1977), a substitui¢iio de tremogos doces por amargos reduziu o
apetite de suinos, fenémeno igualmente verificado por MUINDI e RUNDGREN (1981)
quando alimentaram ratos com tremog¢os de médio teor em alcaléides (0,6 % da MS),
bagaco de soja e bagaco de algoddio. A ingestdo de tremocos foi, em média, 76% da
ingestdo das restantes leguminosas. A revisdio feita por WALDROUP e SMITH (1989) cit.
por BIRK (1994), conclui que mesmo as variedades de Lupinus consideradas doces contém
ainda alcaléides suficientes para reduzir o apetite e as taxas de crescimento, embora se saiba
que os monogastricos sfo mais sensiveis aos alcaléides.

A redugdo do apetite por vezes associada a ingestfio de tremogo pode estar ligada a
alteragdes do tecido hepético e renal, a alteragdes no metabolismo das proteinas ou, talvez
ainda, reflectir alteragdes do foro neurolégico. Quando PALFII et al. (1983) alimentaram
novilhos com um forragem de erva e tremogo amargo registaram um aumento dos niveis de
fosfatase alcalina no sangue, figado e rins, bem como distrofia granular dos hepatdcitos e do
epitélio dos tubulos renais, sendo os niveis das lesdes proporcionais & quantidade da

leguminosa na dieta. Numa experiéncia levada a cabo em ratos alimentados com uma dieta
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com 0,2% de alcaléideé de tremogo - nivel inferior ao usado por nés na dieta TB - JECSAI
et al. (1986) observaram a acumulagio de goticulas lipidicas nos hepatdcitos e alteragdo da
composi¢io em aminoacidos das proteinas hepéticas. Comparativamente a uma dieta sé
com 0,01 % de alcaléides, aquela dieta reduziu ainda a utilizago das proteinas e provocou
perda de apetite e de peso e, por fim, a morte.

Para CHEEKE e KELLY (1989) os principais sinais de intoxicagio pelos alcal6ides dos
tremogos observam-se ao nivel neurolégico, registando-se nos ovinos, depresséo,
dificuldade respiratoria, tremores e convulsdes. Segundo aqueles autores os casos de
intoxicagdo aguda sdio frequentes nas pastagens naturais do Oeste americano, pois os
ovinos ingerem com avidez as vagens de tremogo, submetendo-se com facilidade a doses
t6xicas. Porém, os alcaléides destas espécies sdo diferentes dos que ocorrem na tremocilha.
HILL e PASTUSZEWSKA (1993) incluem ainda no grupo destas perturbagdes as
provocadas ao nivel do aparelho digestivo, e que também poderiam ter sido responsaveis

pela tendéncia para uma menor ingestdo da dieta TB.
1.3.4. Balango azotado

No quadro 1.6. e nos anexos 1.6. a 1.9. apresentam-se 0s valores do azoto retido, bem
como do azoto ingerido e azoto fecal e urindrio excretados. Os valores obtidos em cada um
dos animais e a respectiva anilise de varidncia sdo apresentados nos anexos 1.6. a 1.9.
Nao se verificaram diferengas significativas (P>0,05) tanto no N excretado (fecal e urinario)
como no N retido pelos animais alimentados com os siferentes suplementos, o que podera
resultar do facto da suplementagiio azotada se realizar bastante acima das necessidades de
manutencdo dos animais. Com eftito, o balango azotado em animais adultos em regime de
manutengdo tenderd sempre para zero devido 4 auséncia de deposigdo ou exportagdo
proteica, independente da qualidade do azoto da dieta. Por outra parte, também se registou
uma grande dispersdo dos valores de N retido (coeficiente de varia¢do de 147 %). Contudo,
o N retido nos animais da dieta BS foi superior em 48 % 42 % e 36 % ao N retido nos
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animais das dietas TB, T e TFE, respectivamente. Esta diferenca poder-se-a dever & maior
fermentescibilidade ruminal das proteinas dos tremogos relativamente as das proteinas do
bagaco de soja (GUILLAUME et. al., 1987) e que se teria traduzido numa perda de N
para a sintese de proteina microbiana e numa menor quantidade de aminoécidos absorvidos

pelos animais.

Quadro 1.6. Balan¢o azotado (g/dia) observado nos carneiros alimentados
com as quatro dietas experimentais (Média + EPM).

Parimetros n BS TB T TFE EPM
N ingerido 4 25,78 24,21 25,17 26,16 2,05
N fecal 4 6,34 6,26 5,54 5,61 0,58
N urindrio 4 17,32 16,52 18,14 18,99 1,54
N retido 4 2,12 1,43 1,49 1,56 1,72

1.3.5. Digestibilidade aparente da MO, NDF, ADF e PB dos suplementos

No quadro 1.7. apresentam-se os valores da digestibilidade aparente da MO, NDF,
ADF e PB dos suplementos obtidos pelo método da diferenga (GIGIER e SAUVANT,
1985). Nos anexos 1.10. a 1.13. encontram-se os valores determinados para cada animal e a
respectiva andlise de varidncia. No se registaram diferencas significativas (P>0,05) entre os

valores de DMO, DNDF, DADF e DPB de cada um dos suplementos. Os valores da DMO
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obtidos para a tremocilha, tremogo ¢ TFE sfio semelhantes aos obtidos por DAVIS e
OFFUTT (1975) para a DMS in vivo do tremocgo (95,2 % ), mas superiores
a0 valor de 86 % obtido pelo INRA (1981) também no tremogo. Contudo os
valores deste Gltimo para a DPB (88 %) e DFB (90 %) do tremogo sio semelhantes aos

por n6s determinados nas trés espécies de tremoceiros estudadas.

Quadro 1.7. Digestibilidade aparente dos putrientes do bagaco de soja, tremocitha

brava, tremogo e TFE, estimada pelo método da diferenca (MédiatEPM), n=4.
Pardmetros BS TB T TFE EPM Feno
DMO 99,94 98,50 96,44 98,04 1,86 60,27
DPB 89,19 87,73 90,62 89,23 2,89 53,96
DNDF 68,85 94,56 83,24 92,90 14,33 64,67
DADF 88,36 96,53 93,84 96,91 8,53 59,22

As DMO, DPB e DADF dos suplementos sio da mesma ordem e reflectem a elevada
disponibilidade destes nutrientes, particularmente da componente parietal, a qual atinge um
teor superior a 30 % da MS no grio da tremocilha. O maior teor em alcalbides e lenhina
desta espécie nfio afectam aparentemente a sua digestibilidade. O nivel de incorporagdo do
BS na MS da dieta - 20 % - poderia ter afectado negativamente a precisdo dos valores de
DNDF e DADF encontrados, dada a sua grande variabilidade, a qual se reflectiu em
elevados EPM e coeficientes de variagdo. De acordo com GIGER e SAVANT (1985) a
incerteza da_estimativa da digestibilidade do concentrado pelo método da diferenca aumenta

consideravelmente quando o seu nivel de incorporagéo ¢ inferior a 20 - 25 % da ragéo. No
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entanto, a DFB encontrado no BS pelo INRA (1981) - 76 % a 80 %- também é inferior a
registada pelo mesmo autor no tremogo ( 90 % ), o que indica uma elevada qualidade
nutritiva dos ghicidos parietais desta semente, também superior & referida pelo mesmo autor
para a ervilhaca ( DFB de 60 % ), soja e fava ( 57 % ), ervilha ( 55 % ), aveia ( 33 % ),
cevada (42 % ) e milho (72 % ).

1.4. Conclusdes

De acordo com os resultados obtidos, a tremocilha brava parece constituir um
suplemento de qualidade nutritiva semelhante as do tremogo doce vulgar e TFE doce,
apesar do seu maior teor em alcaléides totais. Do ponto de vista nutritivo, e aos niveis de
incorporagdo estudados, ndo se justificaria, por isso, a sua substitui¢éio por variedades doces
de Lupinus.

A ingestdo de quantidades elevadas de tremogos parece nfio exercer qualquer efeito
negativo sobre a digestibilidade de uma forragem de baixa qualidade, pelo que serdo mais
adequados a sua suplementagdo, durante o pastoreio estival, do que o gréo dos cereais.

Registou-se uma tendéncia para uma menor ingestdo da dieta com tremocilha brava
que talvez se deva a um efeito negativo post-absortivo dos alcaldides presentes na dieta,
sobre o metabolismo do animal. No entanto, esta diferenca nfio foi estatisticamente
significativa.

A semelhanga de outros tremoceiros, a tremocilha brava possui glicidos parietais de
elevada digestibilidade, ao contrario das outras leguminosas € cereais, facto que contribui

para atenuar os possiveis efeitos negativos do seu elevado teor em NDF.
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2. Efeito dos alcaléides da tremocilha brava sobre a actividade microbiana ruminal

in vitro

2.1. Introducio

Embora a maioria dos alcaléides exerga o seu efeito téxico sobre o sistema nervoso
central dos animais, s6 alguns sfo téxicos para os microorganismos. Segundo a revisio de
COSTA (1993), distinguem-se pela sua acgdo anti-microbiana os alcaléides de isoquinolina
da ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha Rich.), particularmente a emetina, que ¢ toxica
para varios microorganismos, entre eles Entamoeba histolytica € outros agentes de
desinterias amebianas. Também a conessina, um alcaldide esterdide de Holarrhena
antidysenterica, demonstrou actividade anti-amebiana. Outros alcalides esterdides, como
as solaninas presentes na batata (Solanum tuberosum 1.) e na erva moira (S. nigrum L.)
possuem efeitos anti-bacterianos e anti-fiingicos, possivelmente devido as suas propriedades
anti-mitéticas. Alguns alcalides de niicleo ind6lico, o grupo a que pertence a gramina da
tremocilha brava, nomeadamente a harmana e outros alcaléides de Peganum harmala L.
sd0 téxicos para os protozoarios. Contudo, o alcaléide mais conhecido pela sua propriedade
anti-protozodria ¢ a quinina, um alcaléide de estrutura quinoleinica e o principal agente
quimico anti-palidico, em virtude de destruir todas as formas assexuadas de Plasmodium
Spp.-

Os alcaléides quinolizidinicos dos tremoceiros exercem um efeito inibidor sobre uma
grande variedade de microorganismos aer6bios (WINK, 1986). No entanto, os trabalhos
dedicados as espécies anaerdbias sio relativamente escassos. Na flora ruminal encontra-se
ja estudado o efeito dos alcaléides da festuca alta e de Phalaris arundinacea L.. Estes
compostos reduzem a actividade celulolitica e parecem estar associados A baixa
produtividade dos animais alimentados com aquelas forragens (van SOEST, 1982;
TUCKER e BUSH, 1992). Nio est4 ainda esclarecido se, & semelhanga do que acontece
com estes alcalbides, também ocorrerd uma diminui¢#o da actividade microbiana ruminal na
presenca dos alcaléides da tremocilha brava, embora aparentemente, em condi¢bes de
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campo, nfo seja notoria uma redugdo da digestibilidade das dietas constituidas por esta
planta, ou da produtividade animal.

A tendéncia para um menor consumo da dieta com tremocilha brava registada na
experiéncia anterior, poderia reflectir uma redugdio da actividade microbiana ruminal.
Devido a um efeito toxico dos alcaléides, podera ter ocorrido uma diminuicéio da taxa de
degradagdio da fibra e da velocidade de esvaziamento do rimen, apesar de nfio se terem
registado diferengas significativas entre a digestibilidade aparente da dieta com tremocilha e
a do tratamento testemunha, ou entre as digestibilidades aparentes da tremocilha e dos
restantes suplementos.

Dos trabalhos levados a cabo com outras espécies de tremoceiros, em que
predominan alcaldides diferentes dos que ocorrem na tremocilha, parece poder concluir-se
que aparentemente nfio existe qualquer acgio adversa sua sobre a flora ruminal.
MADRUGA e BORBA (1994) num trabalho realizado com forragem de tremogo amargo
consumida por bovinos, encontraram altos valores de digestibilidade da dieta apesar dos
clevados teores de lupanina presentes no alimento. Também GUDMUNDSSON e
THORSSON (1994) encontraram valores de DMS in vivo de forragem verde do tremogo
amargo L. notkatensis semelhantes a de erva verde, sendo os alcaléides predominantes
neste tremogo, a esparteina (75 a 85% dos alcaléides presentes) e a lupanina (10 a 16 %).

Virios compostos tém a capacidade de reduzir a actividade microbiana ruminal e o
desenvolvimento de culturas purificadas de bactérias ruminais, embora se conhecam mal os
mecanismos pelos quais  estas substincias actuam sobre o metabolismo dos
microorganismos. De entre estes compostos destacam-se o oxalato (JAMES et al., 1967),
6leos essenciais (OH et al., 1968), alguns compostos fenélicos, nomeadamente os é4cidos
fertlico e p-cuméarico (CHESSON et al., 1982), micotoxinas (MERTENS, 1979 cit. por
DAWSON e ALLISON, 1988) antibiéticos (revisio de DAWSON e ALLISON, 1988) e
alguns alcaléides.

A perlolina & o principal alcaléide produzido pela festuca alta (Festuca arundinacea
Schreb.), a par da N-formillolina e da N-acetillolina (WESTENDOREF et al. , 1993)
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podendo a forragem acumular até 0,7 % da MS daquele alcaléide (GENTRY, 1968 cit. por
BUSH et al., 1972). Esta espécie pode também provocar intoxicagdes nos bovinos,
semelhantes ao ergotismo, cujo agente causador seria o fungo Acremonium coenophialum
produtor de alcaléides do tipo da ergotamina como os produzidos por Claviceps purpura
no centeio e outras gramineas ( HEMKEN et al., 1984). A heritabilidade da concentragdo
em perlolina ¢é bastante elevada e de grande variabilidade intervarietal, o que permitiu a
obtencdo de cultivares com baixo nivel de alcal6ides (VAN SOEST, 1982). Os animais que
pastam a festuca alta podem perder peso, fenémeno que foi associado a baixa
ingestibilidade da forragem, e que se agrava nas plantas jovens. Esta baixa ingestdo podera
resultar nfio s6 dos efeitos dos alcaléides sobre o metabolismo animal mas também do
sabor amargo que os alcal6ides transmitem ao alimento e de um efeito inibidor sobre a flora
ruminal, com a consequente reducdo da taxa de digestfio da fibra.O trabatho de BUSH er al.
(1972) mostrou que a perlolina inibie a digestfio in vitro da celulose e a produgdo de écidos
gordos volateis, quando a sua concentragio no meio ultrapassa 0,1 mM . O
desenvolvimento das principais espécies de bactérias celuloliticas em cultura pura
(Ruminococus albus, Ruminococus flavefaciens, Butyrivibrio fibrisolvens e Bacteroides
succinogenes) foi completamente inibido quando a concentragdo de perlolina no meio
ultrapassou 1 mM . A sensibilidade dos protozodrios ao alcaldide ¢ semelhante a
demonstrada pelas bactérias. Concentragdes superiores a 1,13 mM provocaram a morte da
maior parte dos protozoarios ao fim de 48 h. Esta inibicdo da flora ruminal in vitro foi
confirmada in vivo pelo trabalho realizado por BOLING et al. (1975), que registaram uma
diminuigio da digestibilidade da celulose ¢ da PB da dieta quando a esta foi acrescentada
perlolina.

Os outros alcalbides da festuca, para além da perlolina, ¢ de Acremonium
coenophialum, também exercem um efeito inibidor da activilade microbiana ruminal,
embora ndo tenha sido ainda possivel identifici-los. HANNAH et al. (1990), FIORITO et
al. (1991) ¢ WESTENDOREF et al. (1993) mostraram que a digestibilidade de dietas com
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festuca infectada por Acremonium coenophialum foi inferior 3 de outras contendo plantas
ndo infectadas.

Os alcalbides inddlicos de Phalaris arundinacea - gramina, triptaminas e beta-
carbolinas - também inibem in vitro a actividade celulolitica da flora ruminal, mas em
concentragdes que ndo ocorrem no rimen dos animais naturalmente alimentados com a
forragem (MARTEN et al, 1981 cit. por VAN SOEST, 1982). Aqueles autores
conduziram um estudo para avaliar a toxidade de cultivares de Phalaris arundinacea com
diferentes niveis de alcaldides, sobre borregos em crescimento, tendo identificado
diferengas na taxa de crescimento dos animais correspondentes a diferentes niveis de
alcal6ides na dieta, mas sem registarem diferencas entre a digestibilidade in vitro da MS das
dietas. Também WITTENBERG et al. (1992) ndo conseguiram identificar qualquer efeito
negativo de uma cultivare de Phalaris arundinacea rica em alcaldides, sobre a
digestibilidade da forragem. Embora se registe in vitro um efeito adverso sobre a actividade
microbiana os efeitos negativos destes alcaldides sobre o ruminante ocorreriam
predominantemente ao nivel do seu metabolismo. |

Com o objectivo de determinar os efeitos de concentragdes crescentes de alcaléides de
tremocilha brava, purificados e em natureza, sobre os microorganismos do rimen,
procedeu-se 4 medigdo da actividade bacteriana através da produgfo de gés, do crescimento
bacteriano a partir da absorgdo de N solivel e da evolugio do pH do meio, recorrendo-se a

um sistema in vitro.
2.2. Materiais e métodos
2.2.1. Animais e técnica de colheita de suco ruminal
O liquido ruminal foi obtido a partir de dois carneiros Merino Negro fistulados no

rimen. Os animais foram mantidos estabulados e alimentados duas vezes ao dia com uma

dieta de manuteng@io constituida por 50% de feno de aveia, 25% de luzerna desidratada e
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peletizada e 25% de concentrado comercial. O conteudo ruminal retirou-se de manh4, antes
de ser fornecida a primeira refeicfio, e imediatamente a seguir a abertura da fistula, com a
ajuda de um sistema mecénico de vicuo e de um Erlenmeyer munido de um tubo. O
material recolhido foi depois filtrado através de uma gaze colocada sobre um funil. Depois
de transportado para o laboratério, o liquido ruminal foi tranferido para um Erlenmeyer e
misturado com saliva artificial na proporg¢do de 1:3. 200 ml da mistura foram entdo
introduzidos dentro de fermentadores, conservados num banho-maria a 39° C. Todo o
material foi mantido em 4gua a 39°C antes de utilizado e as operagdes decorreram debaixo

de uma injecgdo de CO,.

2.2.2. O sistema in vitro

O sistema utilizado compunha-se de 12 fermentadores de 300 ml fechados
hermeticamente, conservados num banho-maria a 39°C, munido de agitagdio lateral e ao
abrigo da luz. Um tubo plastico flexivel ligava cada fermentador a uma proveta graduada de
2 1, mantida invertida e cheia com uma solugdo de CaCl, a 30% (peso/volume), o que
permitia a colheita do gis proveniente da actividade microbiana. Uma rolha de borracha
adaptada a parede de cada fermentador permitia a colheita de amostras com a ajuda de uma

seringa.

2.2.3. Substractos

Numa primeira experéncia estudou-se a resposta da flora ruminal a 6 concentragdes
crescentes de esparteina ( Uquipa, Sacavém). A esparteina ¢ um alcaldide maioritério na
tremocilha brava logo a seguir  lupinina e o tinico disponivel comercialmente. Recorreu-se
A esparteina pura, pois é sob esta forma que o alcaldide surge nos tecidos secos, como € o
caso das sementes (COSTA, 1993). Utilizaram-se as concentragdes de 0, 1, 2, 3,4 €5

mM de esparteina e admitiu-se como 3 mM a concentragéo hipotética méxima de esparteina
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Figura 2.1. Fermentadores utilizados no estudo in vitro

no liquido ruminal em condi¢des de campo - 15% MS no contetido ruminal e uma dieta
constituida por tremocilha brava com 0,04% de esparteina (MUZQUIZ et al., 1982).
Juntou-se a cada fermentador 100 mg de azoto solivel, sob a forma de sulfato de
amoénia, e 3 g de MS de amido de trigo como fontes de N e energia, respectivamente. A
esparteina foi dissolvida previamente em saliva artificial, com a ajuda de um agitador
magnético, e de seguida introduziu-se a quantidade pretendida em cada fermentador.
Respeitou-se a constante de dissolu¢do do alcaldide que é de 1 g por 325 ml de soluto
aquoso (AOAC, 1990). Numa segunda experiéncia utilizaram-se como substractos
sementes de tremocilha brava e tremocilha doce da variedade Topaz. O material foi moido
num moinho de martelos dotado de um crivo de 0,8 mm e fermentado segundo trés niveis
de incorporagdo: 5, 10 e 15 g de MS por fermentador. Todos os fermentadores foram

munidos de um agitador magnético.

2.2.4. Medicdes e analises quimicas
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Obtiveram-se amostras de 7 ml de cada fermentador, no inicio bem como as 6, 12 e 24
horas. Logo de seguida mediu-se o pH e juntou-se a cada amostra 70 microlitros de uma
solugdo de HgCl, a 5% tendo sido depois armazenadas em cdmara congeladora a -20° C.
A produgdo de gas foi medida as mesmas horas. Nas amostras da primeira experiéncia
mediu-se o N solivel pelo método proposto pela AOAC (1990). Nas sementes das duas
variedades de tremocilha utilizadas analisou-se o seu teor em MS por secagem de amostras
de 5 g a 105 °C em estufa ventilada durante a noite, e o teor em MO, por incinera¢do destas
amostras em mufla a 550° C durante 3 horas. A concentragdo em PB foi estimada
multiplicando por 6,25 o azoto total determinado pelo método macro-Kjeldahl, usando o
selénio como catalizador (AOAC, 1975). A fibra insolivel em detergente neutro (NDF) e
em detergente acido (ADF) bem como a lenhina no residuo do ADF (ADL) foram
determinadas pelo processo proposto por GOERING e van SOEST (1970). Para a
determina¢cdo do teor em glicidos soliveis utilizou-se o método preconizado por
HERBERT et al. (1971) e determinou-se a DMS de acordo com o processo de TILLEY e
TERRY (1963) modificado por ALEXANDER ¢ McGOWAN (1966). Todas as analises
foram processadas em duplicado.

O teor em alcaldides foi medido segundo o método de cromatografia gas-liquido
proposto por PRIDDIS (1983) depois de se ter efectuado a extracgdo de acordo com o
processo enunciado por PAPADOYANNIS e von BAER (1993). A tremocilha brava (100
mg MS) e a tremocilha doce Topaz (1000 mg MS) foram moidas num moinho de martelos e
passados por um crivo de 0,8 mm. Juntou-se-lhes depois 15 ml de HCI 0,5 N, agitou-se
num vortex e deixou-se repousar durante 3 horas. O material foi passado por um
ultraturrax e centrifugou-se de seguida a 10 000 rpm durante 5 minutos. Recolheu-se o
sobrenadante e lavou-se o residio com mais 15 ml de HCl 0,5 N. Apdés 30 minutos a
mistura foi centrifugada, juntaram-se os sobrenadantes e subiu-se o pH até 12 com NaOH.
A solucdo foi de seguida descarregada em cartuxos Extrelut (Merck) e os alcaléides
extrairam-se com 3 x 20 ml de diclorometano. O solvente foi ent&o roto-evaporado a 45 °C

e o residio diluido em 1 ml de etilacetato com 250 pg de cafeina. Para a identificagdo e
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quantificagdo dos alcaléides individuais utilizou-se um cromatégrafo de gas Hewlett-
Packard 5880A equipado com um detector de ionizagdo de chama de hidrogénio.
Recorreu-se a uma coluna capilar OV-101 com 12 m x 0,2 mm e seguiram-se as seguintes
condi¢des de operagdo: temperatura de 250°C na injec¢do; temperatura de 300°C no
detector; manuten¢fio do forno a 60°C durante 1 minuto, aumento de 30°C/minuto até
120°C. Esta situagdio foi mantida por 30 s e de seguida procedeu-se ao aumento de
10°C/minuto até 260°C, mantendo-se esta temperatura por 2 minutos; utilizou-se o hélio
como gas de arraste com o fluxo de 2ml/minuto e como make up a taxa de 28 ml/minuto;
fluxo de hidrogénio de 30 ml/minuto; fluxo de ar de 400 ml/minuto. Identificaram-se os

picos com a injecgdo dos alcaléides individuais. Utilizou-se a cafeina como padrfio externo.

2.2.5. Anilise estatistica

As incubagdes foram levadas a cabo com uma semana de intervalo pelo periodo de
um més. Realizou-se a anélise de varidncia segundo um desenho em blocos casualizados de
maneira a ter em conta as variagdes de produgdo de gas registadas de semana para semana,
constituindo assim cada uma das 4 semanas um bloco. Realizou-se a comparagfo das
médias dos tratamentos constituidos por concentragdes crecentes de esparteina pelo teste
de Duncan (GOMEZ e GOMEZ, 1984). Os tratamentos constituidos por quantidades
crescentes de tremocilha brava e tremocilha doce foram submetidos a andlise de variancia
tendo-se comparado as médias pelo teste LSD. Consideraram-se as diferengas entre os
tratamentos como significativas, muito significativas ou altamente significativas, quando a
probabilidade da sua ocorréncia foi, respectivamente, de 95% ( P<0,05 ), 99% (P<0,01) e
99,9% ( P<0,001) (GOMEZ e GOMEZ, 1984).

2.3. Resultados e discussio

2.3.1. Produgio de gis
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No quadro 2.1. e nos graficos das figuras 2.2. a 2.4. apresenta-se a producdo de gas
obtida nos fermentadores com as diferentes concentragdes de esparteina ao cabo de 6, 12 e
24 h. Os valores obtidos e respectivas analises de varidncia sdo apresentados nos anexos
2.1.a2.11..

O aumento da concentragdo de esparteina provocou um decréscimo paulatino da
libertagdo de gas pela flora microbiana. Esta diminui¢do foi mais acentuada no inicio da
fermentagdo. Ao fim das primeiras 6 horas a quantidade de gas produzida pela flora
submetida & maior concentragdo de esparteina foi inferior em 39 % & registada no
tratamento testemunha (P<0,05). Esta diferenga, embora mantendo-se significativa, foi-se
atenuando com o decorrer da fermentagfio tendo passado para 16% as 12 horas e para

apenas 6% as 24 horas (Quadro 2.2. e Figura 2.4.).

Quadro 2.1. Produgiio de gas pelos microorganismos do rimen submetidos a 6
concentracdes crescentes de esparteina.

Tempo Gas (ml)2 EPM
(h) 0mM I mM 2mM 3ImM 4 mM 5mM
6 179 a 159 ab 155 abe 138 bed 122 cd 109 d 15,48
12 4272 419 ab 409 abc 397 a-d 379 bed 358 d 19,60
24 603 2 586 ab 578 b 570 b 573 b 567b 8,87

aMédia de 4 repetigdes obtidas cada uma em 2 fermentadores. Os  valores da mesma linha
assinalados com sobrescritos diferentes diferem significativamente (P < 0,05).
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Figura 2.2. Produgéo de gés pela flora ruminal submetida a concentragées
crescentes de esparteina ao fim de 6 h de fermentagdo in vitro.
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Figura 2.3. Produgio de gas pela flora ruminal submetida a concentra¢des
crescentes de esparteina ao fim de 12 h de fermentagéo in vitro.
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Figura 2.4. Produgdo de gas pela flora ruminal submetida a concentragles
crescentes de esparteina ao fim de 24 h de fermentacéo in vitro.

Durante este intervalo de tempo a quantidade de gas produzida nos fermentadores
com 2 a 5 mM do alcaléide foi significativamente inferior (P<0,05 ) a do fermentador
testemunha. Estes resultados assemelham-se aos obtidos por BUSH et al. (1972) que
registaram completa inibigdo da actividade microbiana celulolitica in vitro, assim como a
morte de todos os protozodrios ao fim de 24 horas de fermentagéo, quando a concentragdo
do alcaléide perlolina, da festuca alta, ultrapassava 1 mM. Todavia, ao contrario do que se
notou com a esparteina, esta inibigdo teve um caracter irreversivel, o que leva a pensar que
a flora se adapta relativamente bem a teores relativamente elevados de esparteina no
conteido do rumen. Para além disso, em condi¢des de campo estas concentragdes de
esparteina impeditivas da actividade ruminal poderdio raramente ser atingidas. O in6culo
obteve-se a partir de animais que nunca foram alimentados com tremocilha brava e, por
isso, os resultados reflectem o efeito do alcaléide sobre uma populagdo ndo adaptada.
Em face da aparente facilidade com que os microorganismos se adaptaram a presenca da

esparteina, talvez fosse possivel que numa experiéncia levada a cabo com uma fauna e flora

75



adaptadas ao alcaldide nfio se obtivessem diferencas significativas entre os tratamentos

utilizados.

Quadro 2.2. Inibi¢cdo da produciio de gis (%) pelos microorganismos do rimen
sob concentracdes crescentes de esparteina, ao fim de 6, 12 e 24 horas de
incubaciio in vifro, comparativamente ao tratamento testemunha sem alcaléides.

Tempo Inibi¢do (%)

(h) ImM 2mM 3mM 4mM SmM

6 11,17 13,41 22,91 31,84 39,11

12 1,87 4,22 8,43 11,24 16,16

24 2,82 4,15 5,47 4,98 5,97
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Figura 2.4. Efeito da esparteina sobre a produgéo de gas pelos
microorganismos do rimen in vitro.
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No quadro 2.3. encontra-se a composi¢do quimica do grdo das duas variedades de
tremocilha utilizadas. As duas variedades apresentaram niveis semelhantes de MS, MO e
EE. O teor em fibra encontrado na tremocilha brava foi considerdvelmente mais elevado, tal
como o de lenhina, e assemetham-se aos detectados por outros autores na tremocilha brava
(LANCA, 1992). A quantidade de PB na tremocilha Topaz foi superior a da tremocilba
brava, mas ambas se enquadram nos valores estabelecidos na revisdo efectuada por HILL
(1977).

Quadro 2.3 Composi¢io quimica do grio das
variedades de tremocilha utilizadas (%MS)

Pardmetros Tremocilha Tremocilha
Brava Topaz
MS (%) 88,30 84,50
MO 96,70 96,10
PB 41,76 48,43
EE 6,34 4,56
NDF 30,92 23,08
ADF 23,33 19,51
ADL 2,49 0,43
HCS 10,53 6,68
DMO 86,60 87,20
Lupinina 0,92 0,06
Esparteina 0,21 0,01
Gramina 0,03 -
Lupanina 0,05 -
Alcalbides 1,21 . 0,07
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A concentragdo em alcaldides determinada na tremocilha Topaz € tipica das
variedades doces ¢ inferior ao valor de 0,16 % encontrado por POTKANSKI et al. (1993)
nesta cultivare. Estes autores utilizaram um método gravimétrico para a determinagfio dos
alcal6ides, que poderia ter dado origem a resultados menos precisos, devido a sua menor
sensibilidade ( PAPADOYANNIS e von BAER, 1993). O teor em alcaldides totais da
tremocilha brava enquadra-se nos teores referidos por MUZQUIZ et al. (1982) para os
ecotipos naturais do SW da Peninsula Ibérica.

Em ambas as variedades predomina a lupinina, logo seguida pela esparteina. As
quantidades relativas destes alcaldides na tremocilha brava por nés utilizada &, no entanto,
diferente das encontradas por MUZQUIZ et al. (1982) vistos que estes autores apuraram
quantidades equivalentes de lupinina e esparteina em tremocilha brava de origem
portuguesa, para uma concentragdo semelhante de alcaldides totais. Todavia, num ecétipo
espanhol de tremocilha brava estes autores encontraram quantidades equivalentes de
lupinina e esparteina ao passo que num outro nfio detectaram esparteina, sendo a lupinina o
alcaldide principal logo seguido de pequenas quantidades de gramina. Detectou-se ainda na
tremocilha brava utilizada pequenas quantidades de gramina e lupanina, o que estq de
acordo com o perfil de alcaloides referido para esta espécie na revisdo efectuada por
CULVENOR (1973). No quadro 2.4. apresentam-se as concentra¢des em alcaldides nas
tremocithas utilizadas, calculadas com base no peso molécular € no seu teor nas sementes.
Como se pode observar, as concentragdes de esparteina nos fermentadores em que se
utilizou tremocilha como substracto foram inferiores &s que se empregaram com a
esparteina pura. As suas concentragdes variaram de 0,009 mM, no tratamento constituido
pela menor quantidade da tremocitha Topaz, até 0,6 mM nos fermentadores com 15 g de
tremocilha brava. As doses de esparteina pura usadas aproximam-se, assim, mais das
concentragdes da lupinina. Tanto as doses de gramina como de lupanina sfio relativamente

baixas, como seria de esperar.
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Quadro 2.4. Concentracdes de alcaldides nos fermentadores com tremocilha
como substracto. :

Alcaléides (mM)

Substracto Lupinina Esparteina Gramina Lupanina Total
5g T.B. 1,20 0,20 10,04 0,04 1,48
5g T.T. 0,08 9,00.10-3 - - 0,09
10g T.B. 2,40 0,40 0,08 0,08 2,96
10g T.T. 0,16 0,02 - - 0,18
15g T.B. 3,60 0,60 0,12 0,12 4,44
15g T.T. 0,24 0,03 - - 0,27

Pesos moléculares: Lupinina - 169 g, Esparteina - 234 g, Gramina - 174g ¢ Lupanina-248g. TB-
tremocilha brava, TT-tremocilha Topaz.

No quadro 2.5. apresentam-se as producgdes de gas originadas por cada uma das
doses das variedade de tremocilha utilizadas. Nos anexos 2.12. a 2.20. encontram-se 0s
valores obtidos assim como as anilises de variincia. Os niveis de alcal6ides utilizados
aparentemente nfo afectaram a actividade microbiana, visto que a producdo de gés a partir
do substracto rico em alcal6ides nfo diferiu significativamente (P>0,05) da permitida pelo
substracto de baixo teor em alcaldides. Registou-se mesmo uma diferenca significativa
(P<0,05) favoravel & tremocilha brava as 12 h, todavia sem repercussdo sobre os valores
finais da producdio de gis. Nos fermentadores com maiores quantidades de substracto - 10 e
15 g - assinalou-se uma tendéncia para uma menor produgio de gés associada a tremocilha
brava, ao final de 12 e 24 h de fermentagfo. Esta redugdo da produgdo de gas foi maior
quando se empregou 15 g de substracto - menos 8% e menos 10% as 12 e 24 h,
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respectivamente - do que quando a dose foide 10 g - menos 4% e menos 5% as 12 € 24 h,

respectivamente.

Quadro 2.5. Producdio de gis a partir da fermentacio in vitro de doses
crescentes (5, 10 e 15 g MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz
(TT).

Tempo Gés (ml)

(h) 5TB 5TT EPM 10TB 10TT EPM 15TB 15TT EPM

6 427 384 3,94 670 637 21,51 744 707 25,72

12 6482 604b 13,71 938 974 26,12 945 1025 28,07

24 807 775 29,16 1209 1272 21,95 1178 1306 42,54

4 Média de 4 repetigdes obtidas cada uma em 2 fermentadores. Os valores da mesma linha
assinalados com sobrescritos diferentes diferem significativamente (P < 0,05 ).

Registou-se também que, tanto as 12 h como as 24 h, a redugdo na produgfio de gas
provocada pela tremocitha brava duplicou, quando a concentragdo de alcaldéides aumentou
em apenas 50 %. Esta tendéncia vai de encontro aos resultados obtidos na experiéncia com
esparteina pura e que apontam para um efeito inibitério dos alcaléides da tremocitha brava
em doses que dificilmente serdo significativas em condi¢des de campo. Por outro lado, é
possivel que a actividade microbiana ruminal seja mais sensivel & esparteina do que a

lupinina visto que quando utilizados em concentragbes semelthantes, da ordem das 4 mM,

apenas o primeiro alcaloéide afectou a produciio de gés.

2.3.2. Absor¢io de N-NH3
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No quadro 2.6. e na figura 2.5 mostram-se os valores da concentragio de N amoniacal
no meio dos fermentadores com concentragdes crescentes de esparteina. Os valores obtidos

e a respectiva andlise de variéncia apresentam-se nos anexos 2.8. a2 2.11..

Quadro 2.6. Concentragio de N amoniacal nos fermentadores com 6 concentracdes
crescentes de esparteina (mM)%-

Tempos N - NHj (mg.100m1-1) EPM
) 0 mM I mM 2mM 3mM 4mM 5 mM
0 52,88 56,88 56,49 53,07 53,07 54,87 1,67
6 46,25 45,04 49,08 47,51 46,30 48,52 2,47
12 34,158 3696P 350980  37,04b  3793b 37960 1,12
24 29,06 28,72 31,31 30,63 31,19 29,35 1,48

a Média de 4 repetigdes, obtidas cada uma em 2 fermentadores. Os valores da mesma linha assinalados
com sobrescritos diferentes diferem significativamente (P < 0,05).

Qualquer que tenha sido a concentragiio de esparteina utilizada registou-se um
decréscimo continuo da concentragio de azoto amoniacal ao longo do tempo, o que indica
a ocorréncia de sintese proteica mesmo sob a maior concentragio do alcaldide. Estes
resultados estdo de acordo com os que respeitam a produgiio de gés e que indicaram ter
ocorrido actividade microbiana em todos os meios. Porém, enquanto as produgdes de gas
obtidas apontam para uma quebra significativa da actividade microbiana a partir de
concentragdes de esparteina superiores a 3, 4 ¢ 2 mM, as 6, 12 e 24 h, respectivamente, o
desaparecimento de N do meio nfio apresenta diferengas significativas (P<0,05) senfo is 12
h. Nesta altura, a concentra¢io média de N nos fermentadores sem esparteina foi inferior
em 10 % a detectada naqueles em que se empregou a dose méxima do alcal6ide. Logo com

a concentragio mais baixa, bem como com 3 ¢ 4 mM, encontrou -s¢ uma quantidade
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significativamente superior de N solivel, 0 que parece indicar que mesmo a um nivel
relativamente baixo (1 mM) a esparteina teria interferido com o desenvolvimento
bacteriano. Todavia, a diferenca na produgiio de gas obtida as 12 h e com esta
concentragdo, apesar de inferior ao tratamento testemunha, nfio se revelou estatisticamente
significativa. O mesmo se verificou quando se utilizou como substracto 10 ou 15 g de
tremocilha e uma concentragio de 0,4 e 0,6 mM de esparteina, respectivamente.

No termo das fermentagdes os valores da concentragdo de N amoniacal revelaram-se
semelhantes em todos os tratamentos. Contudo, no final de um periodo de 24 horas de
fermentagdo in vitro o N amoniacal existente no meio podera ja ter origem na degradacéio
de proteina microbiana e por isso pouco indicativo seria do efeito do alcal6ide sobre a
sintese proteica. Por outro lado, nas primeiras horas das fermentagdes, a auséncia de
diferengas significativas entre os valores de N amoniacal sob as varias concentragdes de
esparteina podera resultar de um efeito téxico acumulativo do alcaléide sobre o crescimento
bacteriano, que s6 se teria manifestado mais tarde, contrariamente ao que ocorreu sobre a
actividade fermentativa, traduzida na produ¢io de gas, onde o efeito da esparteina se

manifestou logo as 6 horas.

2.3.3. pH

Os valores do potencial hidrogeniénico as 6, 12 ¢ 24 h de fermentagfo dos
substractos, na presenga de quantidades crescentes de esparteina, apresentam-se no quadro.
2.7 e na figura 2.6.. Os valores obtidos e sua anélise estatistica sio apresentados nos anexos
2.4. a 2.7.. Os valores encontrados estdo dentro dos limites fisiologicos (McDONALD et
al., 1986) e o seu decréscimo continuo ao longo do tempo indica uma regular degradaco
do amido posto a disposigio dos microorganismos € o consequente aumento da

concentrac¢io em 4cidos.
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Quadro 2.7. Evolu¢iio do pH nos fermentadores com 6 concentragdes crescentes de
esparteina.

Tempos pH ¢ EPM
(h) 0 mM 1 mM 2mM 3ImM 4mM SmM

0 7,28 7,31 7,33 7,35 7,36 7,35 0,04

6 6,86 2 6,93 2 6,902  7,05ab 7,00 b 7,20 b 0,09

12 6,17 2 6,233  6263b g 3pab 6,410 6,40 b 0,07

24 5,55 5,59 5,58 5,60 5,63 5,59 0,03

@ Média de 4 repeticdes , obtidas cada uma em 2 fermentadores. Os valores da mesma linha assinalados
com sobrescritos diferentes diferem significativamente (P <0,05).
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Figura 2.5. Evoluggo da concentrago de N - NH3 no suco ruminal in vitro, sob
o efeito de 6 concentragdes crescentes de esparteina.
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Figura 2.6. Evolugdo do pPH no suco ruminal in vitro, sob 6 concentragdes
crescentes de esparteina.

No inicio da fermentacfo, 4 hora 0, os valores do pH néo foram significativamente
influenciados pela presenga da esparteina (P > 0,05) e das suas propriedades alcalinizantes,
apesar de se terem registado valores de pH um pouco superiores nos fermentadores com
esparteina. As 6 h o valor médio do pH nos fermentadores com 5 mM de esparteina foi
significativamente superior aos registados nos fermentadores com 0, 1 e 2 mM (P<0,05).
Nos tratamentos constituidos por 0 a 4 mM nio se notaram diferencas significativas
(P>0,05). As 12 h as diferencas entre os valores do pH dos tratamentos atenuaram-se mas
0s do tratamento com 4 mM e 5 mM de esparteina, também se tornaram significativamente
superiores ao do testemunha (P<0,05). Como seria de esperar num sistema fechado, as 24 h
a acumulagdo dos 4cidos provenientes dos processos fermentativos reduziu os valores do
pH para niveis muito baixos, j4 nos limites fisiologicos e as diferengas entre os tratamentos
deixaram de ser significativas (P>0,05). As diferencas entre os valores de pH dos

tratamentos as 6 € 12 h estdo de acordo com os resultados da producdo de gis e indicam
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igualmente que a fermentagdo dos substractos foi significativamente inibida pela presenca da
esparteina.

No quadro 2.8. apresentam-se os valores de pH obtidos durante a fermentacdo de
sementes de tremocilha brava e tremocilha doce Topaz. Nos anexos 2.12. a 2.32. mostram-
se os valores obtidos e a analise estatistica. Apés 6 h de fermentacdio ndo se registaram
diferencas significativas entre os valores de pH dos tratamentos com iguais niveis de
substracto (P>0,05). Logo neste tempo, nos tratamentos com maior quantidade de
tremocilha, registou-se uma acentuada acidificagio do meio em virtude da elevada
quantidade de MS fermentescivel utilizada e o pH desceu para valores anormais. Todavia,
tal como Ocorreu com os outros tratamentos, também aqui nfio se registaram diferencas
significativas. As 12 ¢ 24 h de fermentagfio todos os tratamentos com tremocilha brava
apresentaram niveis significativamente inferiores de pH (P<0,05), apesar de nio se terem

registados diferencas significativas entre os valores da produgdo de gas is mesmas horas.

Quadro 2.8. Evolugio do pH durante a fermentacdo in vitro de doses
crescentes (5, 10 e 15 g MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce
Topaz (TT).

Tempo Gas (ml)2

(h) 5TB 5TT EPM 10TB 10TT EPM I5TB ISTT EPM

0 713 7,04 005 | 7,05 710 003 | 7,04 703 003
6 68 68 002 | 59 612 006 | 547 556 0,16
12 678% 685 002 | 598 6200 006 | 538 574 0,08

24 6,613 6,73 0,03 5852 6,08 0,07 5,48 5,66 0,12

a Média de 4 repeticdes obtidas cada uma em 2 fermentadores. Os valores da mesma linha e da
mesma dose de substracto assinalados com sobrescritos diferentes diferem significativamente (P <
0,05).
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Este desfasamento poderia resultar do maior teor em PB da tremocilha Topaz - 48,80 %
contra 41,76% na tremocitha brava - ter originado uma maior libertagdio de ides NHy4™ e,
consequentemente, valores de pH ligeirament superiores.

Os resultados obtidos vdo de encontro aos referidos por WINK (1984) sobre a acgfio
da esparteina e de outros alcaldides quinolizidinicos em microorganismos aerébicos.
Segundo aquele autor, concentragdes de esparteina superiores a 0,5 mM inibem o
desenvolvimento de bactérias aerébias. Como este nivel téxico sobe para 5 mM no caso da
lupanina (WINK, 1984), o alcalbide pfincipal no tremogo vulgar, é possivel que a
concentragdo téxica de lupinina da tremocilha para os microorganismos seja muitas vezes
superior A da esparteina, o que justificaria o facto da tremocilha brava ndo ter qualquer
efeito sobre a flora ruminal in vitro. Pelo menos a concentragéio de 3,3 mM de lupinina,
correspondente 3 dose méxima de tremocilha utilizada, parece ndo ter qualquer efeito

inibidor da actividade bacteriana.

2.4. Conclusdes

ooooo

sobre os microorganismos do ramen. A sua acgio sobre a flora parece nfo ser tdo drastica
como a da perlolina, na festuca alta. A esparteina pode reduzir a actividade e o crescimento
microbiano, mesmo em baixas concentra¢des. Contudo, tendo em conta o estudo efectuado
com os alcal6ides em natureza na tremocilha brava, afigura-se pouco provével que esta
acgdo inibitdria possa assumir relevincia em condigSes de campo. Para além disso, os
resultados obtidos apontam no sentido de uma menor ou mesmo nula toxidade da lupinina,

o alcal6ide predominante na tremocilha brava.
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3. Destino dos alcaléides da tremocilha brava no liquido ruminal incubado in vitro.

3.1. Introducdo

No capitulo precedente estudou-se o efeito dos alcaléides da tremocilha brava sobre
a flora ruminal. Tendo-se concluido que nio deveria existir um efeito pronunciado daquelas
substéncias, pelo menos nas concentragdes em que deverdo ocorrer naturalmente no animal,
é legitimo interrogarmos-nos sobre o seu destino no liquido ruminal. A ac¢#o inibitéria da
esparteina sobre a actividade microbiana anteriormente registada, diminuiu substancialmente
no decorrer das fermentagdes, o que poderia dever-se a uma degrada¢do do alcal6ide pela
flora ruminal, apés um periodo de adaptacio a sua presenga. Por outro lado, poder-se-iam
ter esgotado os subtractos fermentdveis a disposigéo da flora e esta ter comecado a usar a
esparteina no seu metabolismo energético.

A heliotrina e a lasiocarpina, dois alcaldides pirrolizidinicos de Heliotropium
europaeum  (tornassol ou . erva-das-verrugas), hepatotéxicos para todas as espécies
pecudrias, sio reduzidos por duas bactérias anaerdbias do rimen da ovelha (CARLSSON ¢
BREEZE, 1984) perdendo assim a sua toxicidade. Um dos organismos, um Coccus gram-
negativo ainda ndio identificado, usa como substracto diversos glicidos e, aparentemente,
obtém relativamente pouca energia a partir da degradaggo redutiva da heliotropina. O outro
organismo, Peptostreptococcus heliotrinreducans, nio fermenta hidratos de carbono,
conseguindo a sua energia a partir de redugdes sucessivas em que formato e hidrogénio
servem como dadores de electrdes, e outras moléculas, tais como fumarato, nitrato, mas
também heliotrina e lisiocarpina, servem como aceitadores de electrdes (DAWSON e
ALLISON, 1988). O mesmo destino também parecem ter os alcalides pirrolizidfnicos da
festuca alta, N-formil e N-acetil-lolina, conhecidos pela sua acgo téxica sobre os linf6citos.
Mas neste casd ndio ocorre destoxificacfio no rimen. Ao contrério, a flora procede a uma
activagdo daqueles alcaléides transformando-os em lolina, cuja acgdo sobre a multiplicagdo
dos linfécitos do hospedeiro é ainda mais nefasta. (WESTENDOREF et al., 1993) .
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Também os alcaléides pirrolizidinicos de Senecio jacobea (erva-de-santiago, tasna ou
mijacdo) - jacobina, jacozina, jacolina, senecionina e senecifilina - so rapidamente
metabolizados pela flora do suco ruminal ovino. Todavia, no suco de bovinos estes
alcal6ides ndo sfo praticamente alterados, o que explicard o facto dos ovinos serem mais
resistentes aquelas toxinas dos que os bovinos e os cavalos (CRAIG et al., 1992). De
acordo com o trabalho destes autores, a degradagdo dos alcal6ides dependeria de um
consércio de bactérias metanogénicas. Apesar disso ndo encontraram indicios de que
ocorresse a sua mineralizagdo. Os ovinos suportam igualmente bem os alcaléides
diterpenbides de Delphinium spp. (paparroz), uma infestante das pastagens em Portugal,
altamente téxica para todas as espécies pecudrias e para os humanos (COSTA, 1993),
talvez devido a um efeito protector da flora ruminal, a semelhanga do que acontece com os
alcaldides de Senecio jacobea. A dose toxica de delfinina (CyoH35NOg), stafisagrina
(C42H33NOs), delfinidina (C4yHggN,O7) e delfisina (C27H4gN204), para os ovinos,
parece ser 6 vezes maior do que para os bovinos. Por esta razdio, em algumas zonas do
Oeste dos Estados Unidos recomenda-se que os ovinos pastem primeiro do que os bovinos,
para removerem as plantas responséveis pela toxicose, de maneira que estes nfo sejam
afectados (revisdo de CORREIA, 1981).

Os microorganismos do rimen constituem uma barreira 3 entrada de toxinas no
metabolismo do hospedeiro, degradando e destoxificando um leque variado de substéncias.
A flora ruminal degrada in vitro os pesticidas organofosforados (COOK, 1957 cit. por
CRAIG et al., 1992) e destoxifica outras substincias através da sua redugdio a aménia,
como € o caso do nitrito e das miserotoxinas da alfavaca (DAWSON e ALLISON, 1988).
A transformagfio da mimosina, um amino4cido téxico de leguminosa arborea Leucaena
leucocephala, em metabolitos atoxicos constitui outro exemplo de neutralizagio de
substéncias t6xica pela flora ruminal ( JONES e MEGARRITY, 1983). A ocratoxina, uma
micotoxina produzida por Aspergilius ochraceus e outros penicilios, ¢é outro téxico
susceptivel de ser degradado no rimen. De acordo com HULT et dl. (1976) os bovinos

conseguem degradar esta substéncia até a concentragio de 12mg/Kg de racdo, mediante a
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sua transformagdo em ocratoxina alfa e fenilalanina, dois compostos isentos de toxicidade.
A dose letal oral da toxina C do botulismo é 100 vezes superior & dose letal administrada
por via subcutdnea, o que talvez se deva a uma degradagio no suco ruminal ovino e
bovino, conforme atesta o trabalho de ALLISON et al. (1976). Também a hidrogenagdo
dos 4cidos gordos insaturados que ¢ levada a cabo no rimen, protege o animal de alguns
lipidos téxicos, como por exemplo o 4cido erdcico presente na colza ou o 4cido ricinoleico
do 6leo de castor (ROBB et al., 1973; CORREIA, 1981). A utilizagio do oxalato como
fonte energética pela bactéria ruminal Oxalobacter formigenes permite igualmente ao
ruminante tolerar quantidades de é4cido oxalico na dieta que seriam patogénicas para 0s
monogéstricos (DAWSON et al., 1980).

Visto que os microorganismos do rimen formam uma barreira i penetragdio de
toxinas nas células do ruminante, este mecanismo de defesa permitiria explicar o facto
destes animais serem mais tolerantes aos alcaléides quinolizidinicos do que as restantes
espécies pecudrias. Assim, no sentido de se averiguar até que ponto a flora ruminal estaria
habilitada para degradar os alcaléides da tremocilha brava, procedeu-se 4 sua incubagdo in
vitro, e ao doseamento de cada um dos alcal6ides presentes no meio as 0, 24 e 48 horas da

fermentacdo.
3.2. Materiais e métodos
3.2.1. Animais e técnica de colheita de suco ruminal

O suco ruminal foi obtido a partir de trés carneiros Merino Branco fistulados no
ramen. Os animais foram mantidos estabulados e alimentados duas vezes a0 dia com uma
dieta de manutencdio constituida por 75% de feno de aveia e 25% de tremocilha brava,
durante 30 dias, até ao inicio do periodo experimental, e durante a semana que este durou.
O contetido ruminal retirou-se de manhi, antes de ser fornecida a primeira refei¢do, €

imediatamente a seguir 4 abertura da fistula, com a ajuda de um sistema mecanico de vicuo
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e deum Erlenmeyer munido de um tubo. O material recolhido foi depois filtrado através de
uma gaze colocada sobre um funil. Depois de transportado para o laboratério, o suco
ruminal foi tranferido para um Erlenmeyer e misturado com saliva artificial na propor¢io
de 1:3, com a ajuda de um agitador magnético. Foram entdo introduzidos 50 ml desta
mistura dentro de fermentadores, com a ajuda de uma pipeta automética e sob agitacfo.
Todo o material foi mantido em 4gua a 39°C antes de utilizado e as operagdes decorreram

debaixo de uma injecgdo de CO,.
3.2.2. O sistema in vitro

O sistema in vitro compunha-se de um conjunto de tubos de vidro de 200 ml, com
fundo esférico e munidos de uma rolha de borracha com uma valvula de Bunsen. Os tubos
introduziram-se num suporte pléstico, colocado no interior de um banho-maria a 39°C, com
agitador de 4gua, e coberto com uma tampa de modo a conservarem-se os fermentadores

ao abrigo da luz.
3.2.3. Substractos

Utilizou-se como substracto 0,5 g (MS) de sementes de tremocitha brava, moida em
moinho de martelos e passada por um crivo de 0,8 mm, cuja composicéio quimica se indica
no quadro 2.3.. Para se poder controlar o desenrolar das fermentagdes foram introduzidos |
aleatoriamente por entre os fermentadores com tremocilha, fermentadores com 0,5 g de
cevada e outros com 0,5 g de feno, cuja digestibilidade in vivo foi previamente determinada.
No final da fermentag¢@io o contetido destes tubos foi filtrado, seco em estufa a 103 °C, e
determinada a DMS das amostras. Os resultados obtidos foram confrontados com os
valores determinados in vivo. Foram feitos dois conjuntos de inoculagdes, separadas de uma
semana. Cada conjunto era formado por 24 fermentadores com tremocilha brava, 3

fermentadores com cevada, 3 com feno e 3 sem substracto. Foram retirados 8
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fermentadores com tremocilha brava no inicio da fermentagdo (hora 0), outros 8 as24 h e

o 1ltimo grupo as 48 h da incubagdo.
3.2.4. Anilises quimicas

Retirou-se de cada fermentador, com a ajuda de um agitador magnético, uma amostra
de 15 ml que foi de seguida acidificada a pH 2 com HCl 0,5N e congelada a -20°C. Para o
isolamento e quantificagio dos alcaldides presentes nas amostras utilizou-se o método de
extaccdo proposto por PAPADOYANNIS ¢ von BAER (1993) e o processo
cromatografico gés-liquido utilizado por PRIDDIS (1983), como ja foi referido em 2.2.4. .

3.2.5 Anilise estatistica

As concentragdes de cada um dos alcal6ides as 0, 24 e 48 h foram tratadas segundo um
delineamento completamente casualizado ¢ compararam-se os valores médios pelo teste
LSD. Consideraram-se as diferencas entre as concentragdes médias de cada alcal6ide
naqueles 3 tempos de observagdo como significativas, muito significativas ou altamente
significativas, quando a probabilidade da sua ocorréncia foi, respectivamente, de 95% (
P<0,05 ), 99% ( P<0,01) e 99,9% ( P<0,001) (GOMEZ e GOMEZ, 1984).

3.3. Resultados e discussio

A evolugiio da concentragio de cada um dos alcaldides da tremocilha bava, ao
longo de 48 h de fermentagdo in vitro, pode ser observada no quadro 3.1. e na figura 3.1..
Os valores obtidos e respectiva andlise de variincia apresentam-se nos anexos 3.1. a3.5.. A
digestibilidade das amostras de cevada e de feno submetidas ao ataque microbiano, em

simultineo e conjuntamente com as amostras de tremocilha, foram semelhantes as
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determinadas in vivo, o que indica terem os processos fermentativos decorrido

normalmente.

Quadro 3.1. Evolucio da concentracio dos alcaldides da tremocilha brava
ao longo de 48 h de fermenta¢io in vitro no suco ruminal ovino (Média
+ EPM) 4,

Concentragio (ug.ml-1)

Alcalbide Oh 24h 48 h Signif.
Lupinina 65,49i3,79 63,2043,93 67,3014,05 NS
Esparteina 8,3910,24 7,3940,36 7,0240,31 *
Gramina 5,3540,36 0,49+0,10 0,1510,04 b
Lupanina 3,8440,51 6,6910,74 8,2310,49 ok
Total 83,08+4,30 77,77+4,05 82,71+4,45 NS

9 Média de 16 repetigBes. Espartefna: LSDy,05 = 0,897. Gramina: LSDg gy = 1,123.Lupanina:
LSDO,OOI = 3,045.

A concentragdo de lupinina, o principal alcaloide da tremocilha brava utilizada, n3o foi
alterada pela actividade microbiana, ao fim de 24 ou 48 horas de digestdo (P>0,05). A
concentragdo de esparteina foi significativamente menor as 24 h (P<0,05) e diminuiu ainda
até as 48 h (P<0,01). Entre as 24 e as 48h o decréscimo verificado ndo foi significativo.
Apesar deste decréscimo significativo da concentragdo da esparteina, no final da
fermentagfio existia ainda 84 % da quantidade inicial. Detectou-se uma concentra¢fio de
gramina muito baixa, logo as 24 h (P<0,001). Quanto a lupanina, o alcaléide presente em
menor quantidade, registou-se um aumento continuo da sua concentragdo ao longo da
fermentag:ﬁb. A sua concentragio evoluiu de 3,84 pg.ml-! para 6,69 pg.mtl as 24 b
(P<0,01), € 8,23 pg.ml-1 3s 48 h (P<0,001). A diferenga entre as quantidades de lupanina
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medidas no meio, as 24 e as 48h ndo foi significativa (P>0,05). A concentragdo total de
alcaléides presentes no meio ndo se alterou significativamente durante a incubagdo
(P>0,05).

Os resultados obtidos apontam para uma resisténcia dos alcaléides quinolizidinicos da
tremocilha brava a degradagfio microbiana. J4 a gramina, o unico alcaldide de estrutura
indolica presente na tremocilha, aparenta ser metabolizada com facilidade pelos
microorganismos do rumen. Esta diferenca entre o comportamento das moléculas de
lupinina e esparteina por um lado e de gramina, por outro, talvez se deva a diferente

estrutura das suas moléculas (Figura 3.2.).

~ 451 —0—Lupi.
—B—Espar.

0 | —0—Gra.

EZS-» —0—Lupa.

L
0 24 48
Tempo (h)

Figura 3.1. Evolugdo da concentracdo dos alcaléides da tremocilha brava ao
longo de 48 h de fermentag@o in vitro em suco ruminal ovino.
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Figura 3.2. Estrutura quimica dos alcalides da tremocilha brava

O ecossistema ruminal constitui um meio altamente redutor, onde as substincias
muito reduzidas, na auséncia do oxigénio, séo utilizadas com dificuldade no metabolismo
energético dos microorganismos. Os compostos de carbono muito reduzidos, como o
metano ou os lipidos, ou oxidados, como o diéxido de carbono, sdo assim preteridos em
favor daqueles que possuem os 4tomos de carbono mum estado intermédio de oxidagfio
(HUNGATE, 1966). E por esta razio que os 4cidos gordos ndo sofrem outra alteracdo que
nfio seja a sua hidrogenag#io, constituindo o acido estedrico o produto final destas reacges.
A sua estrutura corresponde ao estddio de méxima redugdo da cadeia inicial dos 4cidos
gordos (HARFOOT e HAZLEWOOD, 1988). Nestas substincias saturadas, 0s atomos de
carbono efectuaram ligagdes com todos os seus electrdes de valéncia pelo que dificilmente
se podem transformar noutras em que estes stomos modifiquem o seu estado de oxi-
reducdo. Nos ghicidos, os dtomos de carbono apresentam-se num estado intermédio de oxi-
redugdo, podendo assim serem utilizados na sintese de outras moléculas em que alguns
carbonos ficam mais oxidados e outros mais reduzidos. Por esta razdio, os hidratos de
carbono sio a principal fonte de energia para os microorganismos anaerébios (HUNGATE,

1966). A espartefna é um composto saturado, por isso muito estdvel na presenca de
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redutores e de muitos oxidantes (COSTA, 1994), podendo apresentar um grau de redugéo

semelhante ao do acido estearico (Quadro 3.2.).

Quadro 3.2. Equivalentes de oxidacio de algumas substincias orgénicas. *

Substéncia Férmula Equivalente de Unidades de

oxidacio/mole oxidacdo por C

Glucose CeH 1206 0 0
Acido acético CoH4 0, 0 0
Acido propiénico C3Hg0, -1 0,33
Acido butirico C4HgO, -2 0,5

Dié6xido de carbono COy +2 +2

Metano CHy4 -2 -2
Acido estedrico C13H3602 -16 -0,81
Lupinina CioHgNO -8,5 -0,85
Esparteina CysHogN, -13 -0,87
Lupanina C15Hp4N>O -11 -0,73
Gramina C11H4N, -7 0,64

@ Adaptado de WOLIN (1960)

A molécula de lupinina, embora nfio tdo reduzida, apresenta igualmente um estado de

oxidagfio bastante negativo, que podera ser impeditivo da sua metabolizacdo pelos

95



microorganismos anaerdbios. No entanto, esparteina e lupinina s3o substncias facilmente
oxidadas por alguns microrganismos aerobios do solo (RYBICKA, 1964). As moléculas
dos alcaloides de ergotamina da festuca alta e da cravagem do centeio, ergovalina e
ergovalinina (Cy9H3505N5), também sdo muito saturadas, o que podera constituir o
principal factor a influenciar a sua elevada estabilidade no rimen (TUCKER e BUSH, 1992;
WESTENDORF et al., 1993). Pelo contrario, a molécula da gramina, apresenta varias
ligagdes duplas no seu nucleo inddlico, que poderdo, num meio redutor, aceitar electrdes,
estabelecendo ligagdes com hidrogenides. Por outro lado, a molécula podera ainda ser
reduzida, com libertagio do grupos CH3 & semelhanga do que ocorre no processo de

destoxificagdo do alcaléide pirrolizidinico heliotrina pela flora ruminal (Figura 3.3.).

CH, CH CH, CH
\ Ny
' ) 4
)
0o CHy=0-C-C-0H 2 nnns—tl:-nn
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C@ CH=0GCHy ARLLLF
|
; CHy CHy
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an - a0
N N
T-HIDROX! -1- NET L T-HIBROX! -1-METILENKD -

§ PIRROLIZIDINA

8- PIRROLIZIDINA

Figura 3.3. Metabolismo da heliotrina pelos microorganismos do rumen (RUSSEL e

SMITH, 1968 cit. por CARLSSON ¢ BREEZE, 1984)
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O aumento da concentra¢iio de lupanina no decurso da digestéio in vitro sugere ter
havido uma tranformagfio de outro alcaléide naquela molécula, resultado que concorda com
o obtido por RAZAKA (1992). No estudo que a autora efectuou sobre o comportamento
dos alcal6ides de L . mutabilis e L. albus (esparteina e lupanina) no suco ruminal bovino in
vitro, utilizando um sistema RUSITEC, detectou-se, por cromatografia de camada fina, a
presenca de lupanina no meio, quando se incubou esparteina durante 48 h.
Concomitantemente, encontrou-se uma menor concentragdio de esparteina aquela hora. A
autora refere que a reducfio da concentrago de esparteina nfio pode ser interpretada como
o resultado da accio bacteriana, mas antes como uma lixiviagdo da esparteina, no
fermentador, pela continua infusdo de saliva artificial no meio. Contudo, os resultados por
nés obtidos no sistema fechado utilizado, apontam para uma redugfo efectiva e continuada
do teor em espartefna no meio, apesar de se registar em quantidades ndo equivalentes ao
aumento da concentragiio de lupanina sintetizada de novo. Apesar disso, a formagdo de
lupanina a partir da esparteina, apresenta-se, em ambos os trabalhos, como a hip6tese mais
plausivel para a sintese de novo daquele composto. Resta saber se esta transformagfo
ocorrera por acgdo microbiana ou serd antes devida a uma alteragdo esponténea da
molécula de lupanina, que poderia, inclusivamente, ocorrer durante o processo de
armazenamento das amostras de efluente de fermentador e extracgfio dos alcaldides. A
esparteina (C15HygN;) é um percurssor da lupanina (Cj5Hp4N»0) ou 2-oxo-11L-
Esparteina, durante a sintese dos alcal6ides nas plantas, pelo que talvez seja possivel que
alguns microorganismos do ramen possam utilizar a espartefna como fonte de electres,
dando origem a uma molécula de lupanina. Para os mamiferos, a lupanina é mais téxica do
que a esparteina (GORDON e HENDERSON, 1951; POE e JOHNSON, 1954 ¢ ZETLER e
SRUBELT, 1980 cit. por WINK, 1984), com doses letais (50) de 0,2-0,8 mM ¢ 0,2 - 2,2
mM, respectivamente, pelo que os microorganismos do rimen poderiam proceder a uma

bioactivagdo da esparteina e a um aumento da toxicidade da tremocilha brava ingerida.

3.4. Conclusdes

97



Os alcaléides de quinolizidina da tremocilha brava deverfio ser moléculas
relativamente estaveis no rumen. Os resultados obtidos in vitro apontam para uma fraca
destoxificagdo destas moléculas ao nivel ruminal.

A gramina parece ser rapidamente metabolizavel pela flora ruminal, o que se podera
dever a sua diferente estrutura quimica.

Aparentemente podera ocorrer sintese de novo de lupanina, pelos microorganismos do
rimen, através da metabolizagdo de moléculas de outros alcaldides. Deste processo
resultaria um aumento da toxidade dos alcal6ides presentes na dieta.

Dado que a metodologia utilizada nfio permitir estudar com preciséo o metabolismo da
gramina e da esparteina pelos microorganismos, seria necessario aprofundar melhor o
estudo do comportamento destes alcaléides no meio ruminal, pelo recurso a outras

metodologias mais especificas.
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4. Efeito da tremocilha brava sobre a producio de leite de ovelha e sua

composi¢io quimica

4.1. Introduciio

O controlo da qualidade do leite constitui um dos principais objectivos a atingir nos
actuais sistemas de producdo de leite de ovelha, no quadro de uma utilizagio optimizada
dos recursos forrageiros locais. O dominio dos parimetros fisico-quimicos e biolégicos do
leite, principalmente dos que se relacionam com a sua qualidade higiénica (microorganismos
patogénicos, toxinas, células sométicas, etc...) insere-se numa politica de gestdo sanitaria
dos rebanhos e de seguranca alimentar, fundamental para a produgio de queijos de leite cru
(BARILLET e BOCQUIER, 1993).

A tremocilha brava é uma espécie autéctone de Portugal continental, coincidindo a
sua zona de dispersdo com a 4rea demarcada da maior parte dos nossos queijos tradicionais.
Os alcaldides quinolizidinicos da tremocilha nio s3o, aparentemente, afectados pela
actividade microbiana ruminal. Dado terem ja demonstrado acgdo inibitéria sobre bactérias
aerébias (WINK, 1987), caso haja contaminagio do leite de ovelha com alcalbides ¢
possivel que estas substincias inibam a flora responsével pela transformagdo do leite em
queijo e, por outro lado, transmitam o seu caracteristico sabor amargo a este produto,
tornando-o impréprio para consumo. Desconhece-se igualmente se, 4 semelhanca de outros
compostos da mesma familia, os alcaléides da tremocilha brava possuem algum efeito
inibidor sobre a produgdo de leite.

Deformidades esqueléticas de véria ordem numa crianga recém-nascida poderiam ser
consequéncia do consumo de leite de cabra contaminado com anagirina, pela mée
(MEEKER e KILGORE, 1987). Contudo, os autores nfo procederam & detecgdo deste
alcaléide quinolizidinico teratogénico dos tremoceiros bravos dos E.U.A. no leite dos
animais. Os alcaléides pirrolizidinicos de Senecio jacobea (erva-de-santiago, tasna, ou

mijacio) também podem contaminar o leite de vaca e¢ desse modo desencadear a sua
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actividade hepatotdxica nos seres humanos (DICKINSON et al., 1976). De acordo com a
revisdo efectuada por COSTA (1994), os caprinos e outros herbivoros podem alimentar-se
exclusivamente de solaniceas midridticas - beladona (Atropa belladona L.), meimendro
negro (Hyoscyamus niger L.), figueira-do-inferno (Datura stramonium L. - de alto teor em
alcaldides tropénicos (L-hiosciamina, atropina, atropamina, escopolamina) eliminando-os
depois pela urina e pelo leite. As ovelhas também toleram altas doses dos alcaléides da
figueira-do-inferno na dieta (MANDOLINI, 1992 cit. por van KEMPEN ef al., 1993) e tal
como 0s caprinos, possivelmente, também excretaro hiosciamina e escopolamina pelo leite.
Ignora-se contudo se o consumo do leite contaminado por estes alcalbides provocou
intoxicagSes em humanos.

A ingestdo de alcaldides do tremogo vulgar - lupanina e 13-hidroxilupanina - bem
como de alcalbides da festuca alta e da cravagem do centeio, principalmente a ergovalina,
tém um efeito negativo sobre a producgio de leite nos bovinos. Enquanto os primeiros
exerceriam o seu efeito negativo na produgio leiteira principalmente através da redugfo da
ingestio de alimento, actuando provavelmente sobre o mecanismo do apetite
(GUILLAUME et al., 1987, MUKISIRA et al., 1995), ja os alcaldides de ergotamina sdio
conhecidos pela sua acgfio inibidora da prolactina (PORTER et al, 1990) com a
consequente reducfio da produgdo leiteira, mesmo quando o nivel de infecgdo da forragem
pelos fungos produtores dos alcaléides é reduzido (STRAHAN et al., 1987; PATERSON et
al., 1995). De acordo com SA e SA (1979) também a atropina, um alcaléide presente na
figueira-do-inferno, tem um efeito negativo sobre a produgfio de leite nos bovinos. Na
muther, estd comprovado o efeito negativo da nicotina sobre a secregdo lictea (VORHERR,
1974)

Para além das plantas com alcal6ides, muitas outras da nossa flora alteram a qualidade
do leite dos ruminantes. De acordo com CAMOES (1901) cit. por SEARA (1994) sabe-se,
empiricamente, que as familias Umbelliferas, Liliaceas e Cruciferas ddo ao leite sabor e
cheiro desagradaveis. Também plantas arométicas como o rosmaninho (Rosmarinus

officinalis), o ouregéio (Origanum vulgare), amargas como a losna (4rtemisia absinthium)
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ou purgativas como a graciola (Gratiola officinalis) € o almeirdio (Chicorium intybus),
transmitem ao leite as suas propriedades. O autor refere ainda vegetais que alteram a cor do
leite. Este ficaria azulado ap6s a ingestéo de borragem (Borrago officinalis), pigmentado de
vermelho com a ruiva-dos-tintureiros (Rubia tinctorum) € a mercurial (Mercurialis
perennis) ou de amarelo, com o acafrio (Crocus sativus), o cornilhio (Scorpiurus
vermiculata) ou a erva-vaqueira (4nchusa officinalis).

Na bibliografia consultada nfo se conseguiram encontrar dados referentes a qualquer
efeito da tremocilha brava sobre a produggo de leite nas ovelhas. Da mesma forma, nio
existe bibliografia sobre uma possivel transferéncia dos seus alcaléides para o leite. As
informagdes recolhidas no campo, a este respeito, referem unicamente o receio de alguns
produtores de queijo adquirirem o leite de ovelhas alimentadas com tremocilha brava, o que
torna plausivel a hipétese de que esta leguminosa afecte a composigéo quimica do leite.
Tendo em conta a importancia que a tremocilha brava pode vir a desempenhar numa
agricultura cada vez mais ecolégica e silvopastoril, orientada para produtos de qualidade,
interessa clarificar melhor os seus efeitos sobre a producdo de leite dos pequenos
ruminantes. Assim, este trabalho tem como principal objectivo estudar o efeito de uma dieta

com tremocilha brava sobre a produgio e composigéo do leite de ovelha.
4.2. Materiais e métodos

Usaram-se 18 ovelhas Serra da Estrela, entre o 50° e 77° dia do periodo de lactagdo,
que foram distribuidas por trés dietas em blocos de 3, de acordo com a produgdo de leite
registada nos ultimos 15 dias da lactag&o. A dieta testemunha continha 0% tremocilha brava
(0%-TB) e as outras duas 15% e 30% (15-%TB e 30%-TB). Na primeira e na segunda
dietas a tremocilha brava foi substituida por bagago de soja, de modo a manter as ragdes
isoazotadas e isoenergéticas (Quadros 4.1. e 4.2.). Respeitaram-se as recomendagdes do
NRC (1995) para a alimentago de ovelhas em lactagdio. Utilizou-se feno de triticale em

inicio de espigamento, tendo sido incluido trinca de milho e aveia em grio nas dietas, de
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maneira a manterem-se 0s mesmos niveis energéticos. Suplementaram-se os animais com

um complemento mineral e vitaminico.

Quadro 4.1. Composicio das dietas utilizadas (%MS)

Tratamentos

Parimetros 0% - TB 15% - TB 30% - TB
Alimentos
Feno 57,34 56,76 56,74
Milho 11,33 12,55 11,17
Aveia 4,01 1,70 -
Tremocilha - 14,55 29,93
B. de Soja 25,28 12,33 -
cMV 2,05 2,07 2,06
C. Quimica
MS (%) 83,99 84,45 84,57
MO 91,67 492,14 92,53
Cinzas 8,33 7,86 7,47
PB 18,75 18,30 18,36
Mcal Kg MS-1* 2,28 2,29 2,28
NDF 50,06 49,65 49,78
ADF 31,81 32,35 33,42
ADL 3,45 3,64 3,18
EE 1,85 2,64 3,42
Alcalbides - 0,18 0,36

* A partir do valor da DMS (MAFF, 1975)

O periodo experimental durou 30 dias, tendo sido precedido de uma semana em que

os animais foram alimentados com pastagem natural e feno de erva ad libitum, tendo sido as
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produgdes didrias de leite durante este periodo utilizadas para a analise de covaridncia
daquele parimetro e para distribuir os animais pelos blocos. Seguiu-se outra semana para
adaptagio dos animais as dietas.

O peso vivo dos animais foi medido no inicio, a meio e no final do periodo
experimental, de manhd e antes dos animais serem alimentados. As ovelhas foram instaladas
em parques individuais e alimentadas ad libitum, depois de terem sido desparasitadas. A
ragdo didria foi dividida por duas refeicdes iguais, as 9.00 e as 18.00 h, e os animais
tiveram acesso permanente a dgua fresca. As sobras foram recolhidas e pesadas todos os
dias, antes da refeiciio da manha.

A composigio quimica de cada alimento foi analisada semanalmente, ao longo dos 30
dias que durou o periodo experimental. Foram analisados os teores em PB, NDF, ADF,
ADL, EE e DMS dos alimentos, bem como o teor em alcal6ides individuais da tremocilha
brava, utilizando a metodologia indicada em 2.2.. Os animais foram ordenhados diariamente
as 8.30 e e 18,30 h, registando-se o peso de cada uma das produgGes de leite. Formaram-se
amostras compdsitas, por cada periodo de 5 dias, constituidas por sub-amostras de 10% do
leite e recolhidas logo a seguir 4 ordenha. Até ao final de cada periodo as amostras eram
mantidas em cAmara frigorifica a 5°C. A cada amostra compoésita juntou-se dicromato de
potassio a 15%. No final de cada periodo de 5 dias foi medida em cada amostra compdsita a
concentragdo de sélidos totais, PB, lipidos totais é lactose, num aparetho Milkoscan, bem
como a caseina (AOAC, 1990), ureia (NP-3255) e acido lactico (AOAC, 1990). Nas
amostras de leite do quarto periodo quindrio procedeu-se ao doseamento dos alcal6ides
individuais bem como do seu teor em Ca e P (AOAC, 1990). As amostras de leite
destinadas ao doseamento de alcal6ides foram conservadas por congelacdo a -20°C durante
os 5 dias que decorreu a amostragem, ndo lhes tendo sido adicionado dicromato de
potéssio.

O doseamento dos alcaldides basecou-se no método preconizado por
PAPADOYANNIS e von BAER (1993). Para extrair e solubilizar os alcalodides,

transformando-os nos seus cloretos, acidificaram-se 50 ml de leite apH2comHCI1IN
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Quadro 4.2. Composi¢io dos alimentos utilizados (%MS).

Parimetro Feno T. Brava B. Soja Milho Aveia
MS (%) 82,30 89,30 87,34 83,45 85,84
MO 92,84 96,39 92,54 98,50 97,09
Cinzas 7,16 3,61 7,46 1,50 2,91
PB 8,48 41,76 49,48 9,36 8,01
Mcal Kg MS-1 1,74 3,08 3,18 3,33 2,42 *
NDF 68,00 30,92 30,40 17,55 35,00
ADF 45,60 23,33 18,00 5,10 13,10
ADL 5,55 2,40 0,88 0,22 0,75
EE 1,88 6,34 0,90 4,10 2,05
Alcalbides - 1,21 - - -
Lupinina - 0,92 - - -
Esparteina - 0,21 - - -
Gramina - 0,03 - - -
Lupanina - 0,05 - - -

* A partir do valor da DMS (MAFF, 1975)
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durante 3 horas. Apés agitagdo com ultratorrrax € centrifugagdo a 10.0000 rpm, recolheu-
se o sobrenadante. O residuo lavou-se duas vezes com 15 ml de HCI 0,5 N e
homogeneizou-se de novo num ultratorrax. Os sobrenadantes foram depois alcalinizados
com aménia até pH 12, para que os alcaldides tomassem a sua forma livre, e introduzidos
numa coluna de terra diatoméacia Extrelut (Merck). De seguida arrastaram-se 0S alcal6ides
com 3 x 30 ml de diclorometano, que se secou em rotoevaporador a 45 °C. O residuo foi
depois recuperado com 1 ml de etilacetato contendo 250 pg de cafeina. Os alcaldides foram
entdo separados e doseados por cromatrografia gas-liquido, de acordo com o0 método
proposto por PRIDDIS (1983) e ja enunciado em 2.2.. Todas as amostras foram

processadas em duplicado.

4.2.1. Anailise estatistica

Os resultados foram analisados de acordo com um desenho estatistico em blocos
casualizados. Os valores da produgdo de leite foram submetidos a uma andlise de
covaridncia. Quando a andlise de varifncia demonstrou a existéncia de diferengas
significativas (P<0,05) entre os tratamentos, compararam-se as médias pelo teste LSD.
Consideraram-se as diferengas entre os tratamentos como significativas, muito
significativas ou altamente significativas, quando a probabilidade da sua ocorréncia foi,
respectivamente, de 95% ( P<0,05 ), 99% ( P<0,01) e 99,9% ( P<0,001) (GOMEZ e
GOMEZ, 1984).

4.3. Resultados e discussio

4.3.1. Ingestio de MS, EM e PB
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Na figura 4.1. apresentam-se os valores da ingestdo média de MS registados nos
animais alimentados com quantidades crescentes de tremocilha brava. No anexo 4.1. sdo

apresentados os valores obtidos e respectiva anlise de variancia.

g MS / dia / Kg 0,76

0-TB 15-TB 30 -TB
Tratamento

Figura 4.1. Ingestdo média de MS (g MS/Kg0a75) registada nos animais
alimentados com quantidades crescentes de tremocilha brava (TB) na dieta.
EPM=9,72.

A dieta testemunha foi a que provocou maior ingestdio de MS - 74,25 g MS/Kg0.75 .
logo seguida das dietas 15%-TB e 30%-TB com 69,13 e 67,655 MS/Kg075,
respectivamente. Estas diferencas nfio foram, porém, significativas (P>0,05) devido a forte
disperséo de valores em torno da média, o que originou um coeficiente de variagdo de 24%.
Contudo, a ingestdo registada nos animais do tratamento 0% - TB, foi superior em 9%
aquela registada nos do tratamento 30% - TB.

A tendéncia para uma menor ingesto das dietas com tremocilha brava, coincide com

os resultados obtidos em 1.3.1.. Também aqui se registou uma menor ingestdo da dieta que
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incluiu aquela leguminosa, relativamente aquelas em que os suplementos foram constituidos
por bagago de soja ou tremogo doce. Tal como foi entdo referido, este facto podera estar
ligado ao maior teor em alcal6ides destas dietas, embora também aqui os animais tenham
consumido, mesmo com avidez, toda a tremocilha colocada 4 sua disposigdo. Como ja foi
referido, o efeito dos tremoceiros sobre os valores da ingestdio em ruminantes em lactagdo
apresentam-se contradit6rios, o que podera reflectir diferentes teores em alcal6ides na dieta.
Na maioria dos trabalhos dedicados a ingestdo do grdo de tremogo por bovinos em
lactagdo, os valores médios do consumo das dietas que o incluem sdo inferiores aos do
tratamento testemunha, constituido por bagago de soja, quer esta redugdo tenha sido
significativa (GUILLAUME et al., 1987; JOHNSON et al., 1986) ou nio (MAY et al.,
1993). O ensaio de EMILE et al. (1991) constituiem a Unica excepgdo, o que se podera
dever 4 baixa quantidade de tremogo utilizada ou a um menor teor em alcaléides, cujo valor
os autores nio indicam. No estudo em que MASSON (1982) comparou a ingestdo de
dietas suplementadas com tremogo e bagago de soja por cabras em lactagdo, ndo se
registaram igualmente quaisquer diferencas entre 0s tratamentos.

Os ensaios levados a cabo com variedades de festuca alta com diferentes teores em
alcal6ides, em bovinos leiteiros, mostram que 0s alcal6ides inibem a ingestdo, mas que por
vezes as diferencas entre tratamentos ndo sdo estatisticamente significativas. No trabalho
levado a cabo em dois anos consecutivos com as mesmas variedades de festuca, STRAHAN
et al. (1987) determinaram sempre valores de ingestdo inferiores nas variedades de maior
teor em alcaléides, embora no primeiro ano esta diferenga nfo tenha sido estatisticamente
significativa.

O efeito inibidor dos alcaléides quinolizidinicos sobre a ingestdo de alimento em vacas
leiteiras é bem evidente no trabalho de MUKISIRA et al. (1995), efectuado com tremogo
amargo integral (2,53% de alcal6ides) ou com extracgdo parcial dos alcal6ides (redugdo
para 1,4%). Os autores trabalharam com dois niveis de incorporagdo de tremogo, 15% e
30%, a que corresponderam, respectivamente, concentragdes de alcaldides de 0,38 € 0,8 %

nas dietas suplementadas com tremogo integral e 0,21 e 0,52% nas dietas suplementadas
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com tremogo desamargado. O aumento do nivel de incorporagéio de tremogo reduziu de
maneira significativa a ingestio de ragfio e a extrac¢do dos alcaldides provocou
sistematicamente o efeito contrario. A concentragfio de alcaldides nas dietas 15% - TB e
30% - TB, utilizadas no presente trabalho, foram de 0,18% e 0,36%, respectivamente, em
niveis de incorporagio da tremocilha idénticos aos utilizados t)or aqueles autores, com 0
tremogo. A auséncia de resultados significativamente diferentes poderia assim dever-se ao
menor teor de alcal6ides da tremocilha brava nas duas dietas, que teriam sido insuficientes
para reduzir a palatabilidade da ragio ou o apetite dos animais. Uma concentragéio de 0,36
% de alcaldides na ragéio 30%-TB estaria assim abaixo do limite miximo a partir do qual a
ingestfo seria inibida.

No quadro 4.3. sfo apresentados os valores da energia metabolizivel e da protefna
bruta ingeridas e utilizadas para a manutengio e produgdio de leite, observados nas trés
dietas. |

Quadro 4.3 Balanco energético (Mcal/d) e proteico (g/d) das
ovelhas alimentadas com as trés dietas 4.

Parémetros 0%-TB 15%-TB  30%-TB EPM
EM ingerida 3,015 2,967 2,891 0,340
EM utilizada 2,645 2,637 2,599 0,144
Balango 0,370 0,330 0,292 0,244
PB ingerida 249 236 233 28,67
PB utilizada 106 107 106 7,45
Balango 142 129 126 24,79

a Média de 6 repetigdes
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Calcularam-se as quantidades de energia metabolizavel e PB ingeridas com base no valor da
digestibilidade da MS (MAFF, 1977) de cada componente da dieta € na sua concentragdo
em PB, respectivamente. As necessidades energéticas e proteicas das ovelhas foram
estimadas a partir dos dados do NRC (1995).

Nio se verificaram diferencas significativas (P>0,05) na quantidade de EM e PB
ingeridas ou utilizadas pelos animais dos trés tratamentos. Também as diferengas existentes
entre os valores do balango energético ou do balango proteico ndo tém siginificado
estatistico, tendo os valores médios destes parametros sido positivos. No entanto, uma
ovelha do tratamento 0%-TB, outra do tratamento 15%-TB e duas do tratamento 30%-TB,
registaram, em média, um balango energético diario negativo durante os 30 dias que durou

0 ensaio.

4.3.2. Variacdo do peso vivo

Verificou-se um aumento do peso vivo médio dos animais dos tratamentos 0%-TB e
15%-TB, 1,792 e 0,983 Kg, respectivamente, enquanto que 1os animais suplementados
unicamente com tremocilha brava se registou, em média, uma diminui¢do de 0,066 Kg.
Conforme se pode observar na figura 4.2., a um aumento da propor¢do de tremocilha na
dieta correspondeu um decréscimo no ganho de peso. Todavia, as diferencas registadas
entre os tratamentos nfo foram significativas (P>0,05), embora a tendéncia para uma perda
do peso das ovelhas suplementadas s6 com tremocilha deva corresponder & tendéncia para
uma menor ingestdo de MS verificada nestes animais, apesar de em termos médios terem

sido alimentados acima das necessidades.
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Figura 4.2. Variag@o do peso vivo médio dos animais alimentados com as trés
dietas (EPM=1,384)

4.3.3. Producio de leite

Na figura 4.3. apresentam-se os valores da produgfio média de leite registados nos
animais alimentados com quantidades crescentes de tremocilha brava. No anexo 4.9. sdo
apresentados os valores obtidos em cada um dos animais e a analise de varidncia respectiva.
A uma quantidade crescente de tremocilha na dieta correspondeu um decréscimo da
produgdo de leite, que foi de 418, 380 e 347 g/dia nos animais alimentados com as dietas
0%-1TB, 15%-TB e 30%-TB, respectivamente. Todavia, nio se registaram diferencgas
significativas (P>0,05) entre os tratamentos, tendo a grande dispersdo dos valores em torno
da média originado um coeficiente de variagdo de 33%. Apesar disso, a produgdo média
das ovelhas alimentadas com 30% de tremocilha foi inferior em 17% a dos animais do

tratamento testemunha.

110



500-
)
5 400
o
3
S 300
-
3
o 200+ i 380
gy 347
=
© 100
o

O_A— /
0-TB 15-TB 30-TB
Tratamentos

Figura 4.3. Produgio de Ileite registada em ovelhas alimentadas com
quantidades crescentes de tremocilha brava na dieta. EPM=72,81.

Estes resultados s@o semelhantes aos obtidos por MASSON (1981), que também nio
encontraram diferengas significativas entre a produgdo de leite de cabras suplementadas
com tremoco, ervilha, fava ou bagaco de soja. MAY et al.(1993) suplementaram vacas
leiteiras com 25% de tremoco de baixo nivel em alcaldides, comparativamente a um
tratamento controle de bagago de soja, € também ndo notaram alteragdes significativas da
producdo de leite. Também GUILLAUME et al.(1987) e EMILE et al.(1991) ndo notaram
alteragdes significativas na producdo de leite, em vacas suplementadas com bagago de soja
ou tremog¢o pobre em alcaldides, apesar dos animais alimentados com este suplemento pelos
primeiros autores terem produzido meno 1,8 Kg/dia e consumido significativamente menos
alimento do que os do tratamento controle. Os autores atribuiem esta tendéncia para uma
menor produgdo de leite, nos animais alimentados com tremogo, ao teor em alcaldides
deste - 0,068% - valor que ja permite classificar a variedade com semi-amarga, e que seria
responsavel pela menor ingestdo desta ragdo. J4 um suplemento constituido por variedades
amargas da mesma espécie de tremoceiro, mas com 1,4% ou 2,5% de alcaldides e

constituindo 30% da rag¢do, provocou uma diminuigéo nitida e significativa da producdo de
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leite, comparativamente a uma dieta suplementada com bagago de girassol, e que reflectiria
uma redugiio significativa da ingestfio destas ragdes (MUKISIRA et al., 1995). Por isso, e
tal como foi referido no caso da ingestdio de alimento, tanto o tipo como os niveis de
alcaléides na tremocilha brava poderio nio ser propicios & inibigdo, de uma maneira
significativa, quer do consumo das ragSes em que seja incorporada quer da produgéo de
leite, nos animais suplementados com esta leguminosa, contrariamente ao que acontece com

o tremogo, uma espécie cujas variedades amargas acumulam mais alcalides.

4.3.4. Composigio quimica do leite

No quadro 4.4. apresentam-se os valores da composi¢do quimica do leite registados
nos animais dos 3 tratamentos. Nos anexos 4.10. a 4.24. sio apresentados os valores
obtidos e a analise de varidncia respectiva. O teor em sélidos totais foi de 21,20% no leite
das ovelhas do tratamento testemunha e de 19,17 e 20,05% no dos animais alimentados
com 15 e 30% de tremocilha, respectivamente, diferengas estas nfio significativas (P>0,05).
Registou-se um teor em PB de 7,23% no leite das ovelhas 0-TB e de 6,58 € 6,35 no leite
dos animais dos tratamentos 15%-TB e 30%-TB, respectivamente, mas estes valores
também ndio diferem significativamente (P>0,05). O leite das ovelhas 0%-TB apresentou a
maior concentragio lipidica - 9,18% - contra 7,73% no leite das ovelhas 15-TB e 8,72% nas
ovelhas no leite das ovelhas 30%-TB, mas estas diferencas nfio foram significativas
(P>0,05). Téo pouco as diferengas entre os valores da acidez foram significativas (P>0,05),
apesar de no leite das ovelhas 0%-TB se ter registado uma concentragéo de 0,271%, contra
0,255% no leite 15%-TB e 0,245% no leite 30%-TB.

O valor da lactose foi de 4,04% no leite das ovelhas suplementadas com soja, 4,16% no
leite das ovelhas suplementadas com 15% de tremocilha e 4,26% no leite dos animais
suplementados com 30% de tremocilha, sendo as diferengas entre estas médias nio
significativas (P>0,05). No leite das ovelhas 0%-TB registou-se um teor de 6,19% de
casefna, superior aos 5,85% e 5,65% apurados nos leites das ovelhas 15%-TB e 30%-TB,
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respectivamente (P>0,05). As concentracdes de Ca e P também ndo diferiram
significativamente. As primeiras foram de 0,22%, 0,19% e 0,20% no leite das ovelhas dos
tratamentos 0, 15 e 30%-TB, respectivamente, € as segundas foram de 0,14% no leite das
ovelhas 0%-TB e 0,12% no leite dos animais dos dois tratamentos com tremocilha. O pH
do leite também ndo variou significativamente (P>0,05) entre os tratamentos. Registou-se

um pH de 6,68 no leite testemunha, 6,8 no leite 15%-TB e 6,78 no leite 30%-TB.

Quadro 4.4. Composicio quimica do leite de ovelhas alimentadas com
quantidades crescentes de tremocilha brava.4

Parametros 0% -TB 15%-TB 30%-TB EPM Signif
Sélidos totais(%o) 21,20 19,17 20,05 1.26 NS
PB (%) 7,23 6,58 6,35 0,36 NS
GB (%) 9,18 7,73 8,72 1,18 NS
Acido lactico (%) 0,27 0,26 0,25 0,02 NS
Lactose (%) 4,04 4,16 4,26 0,30 NS
Caseina (%) 6,19 5,85 5,65 0,27 NS
Cinzas (%) 0,90 0,97 0,96 0,03 NS
Ca (%) 0,22 0,19 0,20 0,03 NS
P (%) 0,14 0,12 0,12 0,01 NS
pH 6,68 6,80 6,78 0,11 NS
Ureia (mg/Kg) 556 585 502 39,41 NS
Alca.Tot.(mg/Kg) - 1,886 5,549 0,72 **
Lupinina (mg/Kg) - 1,378 4,605 0,78 *
Lupanina(mg/Kg) = 0,504 0,898 0,40 NS
Esparte. (mg/Kg) - 0,004 0,046 0,03 NS

a Meédias de 6 repetigdes. NS = diferengas ndo significativas, ** = diferencas significativas para p
<0,01.
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A concentrag#o de ureia no leite variou entre 585 mg/Kg (9,75 mM) no leite 15%-TB e
502 mg/Kg (8,37 mM) no leite 30%-TB. O leite da ovelhas 0%-TB apresentou um valor
intermédio de 556 mg/Kg (9,27 mM). As diferengas entre estes valores também sdo
desprovidas de significado estatistico (P>0,05).

Todas as ovelhas alimentadas com tremocilha excretaram alcaléides no leite. A
concentragdo média foi maior - 5,549 mg/Kg - nos animais alimentados com a dose
méxima de tremocilha, e de apenas 1,886 mg/Kg nos animais 15%-TB. Ndo se detectaram
alcaléides no leite dos animais testémunha (Figura 4.4.). A diferenga entre aqueles dois
valores foi estatisticamente significativa (P<0,01). O principal alcaléide excretado no leite
foi a lupinina. A sua concentragio média foi de 1,378 mg/Kg nas ovelhas 15%-TB e 4,605
mg/Kg no leite das ovelhas 30%-TB (P<0,01). Seguiu-se-lhe em importéincia a lupanina,
com 0,504 e 0,898 mg/Kg no leite dos animais alimentados com 15 ou 30% de tremocitha,
respectivamente. Todavia, a grande dispersiio de valores em torno da média, fez com que a
diferenca entre estes valores ndo tivesse significado estatistico (P>0,05). No leite de alguns
animais conseguiu-se detectar alguma esparteina, embora em quantidades vestigiais. Os seus
valores médios foram de 4 pg e 46 pg/Kg no leite dos animais 15 e 30%-TB,
respectivamente (P>0,05). Néo foi detectada qualquer quantidade de gramina no leite dos
animais de ambos os tratamentos.

Encontrou-se na bibliografia uma escassez de dados referentes & composigéo quimica
do leite de ovelhas Serra da Estrela. Os teores em sélidos totais, PB e gordura sdo
superiores aos determinados por PEREIRA et al. (1996) em ovelhas da mesma raga entre
08 21 e 42 dias de lactagi0.0s animais por nés utilizados, encontravam-se num estado mais
avangado da lactagfio, entre 0 66° e 0 96 dia, 0 que poderia ter provocado valores mais
elevados daqueles pardmetros. Por outro lado, os valores relativamente elevados de PB
poderdo refllectir o excesso de N fornecido aos animais, mas que foi necessério manter para
garantir elevados niveis de ingestdo de alcalides. A alta degradabilidade das proteinas dos
suplementos no riimen deveriam ter originado um excesso de amonfaco e a manutengdo de

altos niveis de ureia no sangue e no leite (KAUFMANN, 1982).
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Figura 4.4. Concentracdo de alcaldides no leite de ovelhas suplementadass com 15
ou 30% de tremocilha brava.

O excesso de proteina fornecido aos animais pode igualmente provocar um grande
incremento da proteina digerida nos intestinos e este um aumento da concentragdo proteica
do leite (revisio de BOCQUIER e CAJA, 1993). Os valores da gordura registados sdo
semelhantes aos referidos por estes autores para ovelhas Manchegas com uma produgio de
leite semelhante e sdo da mesma ordem dos valores mencionados pela DGP(1987) para a
etnia Serra da Estrela. O teor em caseina enquadra-se, por sua vez, nos valores obtidos por
MARTINS et al.(1992) em ovelhas da raga Saloia e Frisserra.

A concentracdo de lactose € pouco sujeita a variagdes provocadas pelo ambiente. As
que foram registadas nos animais dos 3 tratamentos enquadram-se nos valores enunciados
para as ovelhas Serra da Estrela por PEREIRA et al. (1996) e para o leite ovino por
EDELSTEN (1989) e MARTINS ef al. (1992). Os valores da acidez e do pH, intimamente
ligados a higiene da produgéo e ao periodo decorrido apds a ordenha, sdo semelhantes aos

determinados por MARTINS et al. (1992) para o leite de ovelha da zona de Azeitdo e
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encontram-se dentro dos limites defendidos por estes autores para o leite de ovelha
destinado ao fabrico de queijo. Embora sem significado estatistico, os maiores valores
médios do pH registados no leite proveniente das ovelhas alimentadas com tremocilha,
poderdio estar ligados & presenca dos alcal6ides. Por outro lado, a menor acidez registada
nestas amostras de leite, podera resultar da presenca dos alcaldides e de um efeito anti-
bacteriano destes compostos.

As concentragdes de cinzas, Ca e P encontradas no leite dos animais dos trés
tratamentos so da mesma ordem dos referidos por EDELSTEN (1989) e MARTINS et al.
(1992). Nio se encontraram na literatura valores referentes ao teor em ureia do leite ovino.
No entanto, e tal como em todos os ruminantes, também nos ovinos este pardmetro
depende da protedlise ruminal, e variara na sua proporgdo directa, visto que a molécula se
desloca por difusdo passiva do sangue para 0 leite. Os valores de ureia determinados no
presente trabalho encontram-se muito proximos dos 7,6 mM determinados por OLTNER e
WIKTORSSON (1983) no leite de vacas leiteiras alimentadas com 19 % de PB e dos 9,5
mM encontrados no sangue de cabras alimentadas com 16,5% de PB. O excesso de ureia no
leite pode dificultar a coagulagdo da coalhada, durante a caseificagio, e alterar as
propriedades organolépticas do queijo  (KRISTENSEN et al, 1987 cit. por
 GUSTAFSSON e PALMQUIST, 1993).

A presenga de lupinina, embora em pequenas quantidades, no leite de todos os
animais alimentados com tremocilha brava, indica que este alcaléide nio deverd ser
metabolizado, pelo menos na sua totalidade, pelos microorganismos do rimen e estd de
acordo com os resultados obtidos no estudo in vitro. Do mesmo modo, o aumento da
proporgdo de lupanina no leite € um forte decréscimo da proporgdo de espartefna, que ndo
foi detectada no leite da maior parte dos animais, também est4 de acordo com os resultados
in vitro obtidos no capitulo anterior e no trabalho de RAZAKA (1993), que apontam para
que uma transformacdo deste alcaléide em lupanina, no rimen. Também a inexisténcia de
gramina no leite concorda com os resultados in vitro e que sugeriam a sua metabolizagdo

pela flora ruminal. As quantidades vestigiais ¢ mesmo nulas de esparteina detectadas no

116



leite, poderiam, inclusivamente, reflectir a sua metabolizagdo pelo figado tal como acontece
no ratinho, no coetho € nos humanos (CHEEKE e KELLY, 1989). Pelo contréario, a
lupanina parece nio ser metabolizada pelos animais e escapar 2 destoxificagio hepética. Os
estudos de HAYWOOD e CHEM (1978) realizados em cavalos € os de WITTENBURG ¢
NEHRING (1965) em ratinhos, demonstraram que este alcaléide é excretado na urina, sem
sofrer qualquer alteragdo. Os resultados do estudo in vitro e a presenca deste alcaléide no
leite, poderia significar que a lupanina também néo deve sofrer metaboliza¢do quer ao nivel
ruminal quer ao nivel hepatico, nos ovinos. Para além dos alcaléides quinolizidinicos, a
presenca no leite de outros alcal6ides estruturalmente diferentes ja foi assinalado por
diversos autores (Quadro 4.5.), o que testemunha a facilidade com que muitos cOmpostos
deste grupo deverdio atravessar as membranas das células dos capilares e alvéolos.

Quadro 4.5. Presenca de alcaléides no leite de
algumas espécies.

Alcal6ides Espécies Autor

Cocaina Mulher 1
Cafeina Mulher 1
Atropina Muther 2
Quinina Mulher 2
Heroina Mulher 2
Nicotina Mulher 2
Alcaléides da cicuta Vaca 3
Hiosciamina, atropina Cabra, ovelha 4
(beladona)

Alcal6ides de Senecio Vaca 5

jacobea L. (tasna

Autores: 1-CHASNOFF et al. (1987); 2-VORHERR (1974) cit. por CHASNOFF
et al. (1987); 3-PANTER e KEELER (1990); 4- COSTA (1994), 5 -DICKINSON
etal., 1976.
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Os mecanismos de passagem de compostos quimicos para o leite baseiam-se
essencialmente no principio da difusdo passiva e dependem, por consequéncia, das suas
concentragdes no plasma e das suas propriedades fisico-quimicas, como sejam o pKa,
lipossulobilidade, peso molecular e ligagio com as proteinas (KRAUER, 1983). Compostos
lipossoltiveis e ndo ligados as proteinas plasméticas difundem-se passivamente para o leite
com o gradiente de concentragdo.

A maior parte das substincias com um peso molécular inferior a 600 atravessam sem
dificuldade as membranas dos capilares e das células alvéolares (BAVOUX e
FRANCOUAL, 1980). Por outro lado, os compostos 4cidos tém tendéncia a passar mais
dificilmente do que os basicos (KAFETZIS et al. 1981). Sendo o pH do leite ligeiramente
mais baixo do que o do plasma, a forma neutra de substincias moderadamente bésicas serd
mais importante no plasma do que no leite. As moléculas neutras difundem-se rapidamente,
em fungio do seu gradiente de concentragdo no plasma, no leite, até que se atinja o
equilibrio de um lado e do outro das membranas. Uma vez no leite as moléculas séo
jonizadas e af retidas. Por este processo (ion trapping) alcangam-se no leite concentragdes
totais mais elevadas de substincias fracamente basicas, em relagio ao plasma (KREUER,
1983). Ainda de acordo com este autor, para as bases, a relagfio de concentragdo entre o
leite e o plasma (L/P) aumentar4 quanto mais elevado for o seu pKa. Mas se este se situar
nitidamente para além dos valores fisiolégicos do meio, como nas bases fortes, as
substéncias serdo quase totalmente ionizadas. Assim, s6 poderdo influenciar efectivamente a
relagdo L/P substincias com um pKa entre 5 ¢ 9.

No quadro 4.6. apresentam-se os valores do peso molecular e pKa dos alcal6ides
quinolizidinicos da tremocilha brava. Tomando unicamente em conta o seu peso
molecular, estas substincias deveriam ultrapassar sem dificuldades as membranas
biolégicas. No entanto, o alto valor do pKa da esparteina (primeira jonizag#o), tipico de
uma base forte, indica que as suas moléculas se ionizam quase completamente em solugdo
aquosa, captando com facilidade hidrogenides num dos seus 4tomos de N. Por isso,

dificilmente a esparteina se encontrar4 no sangue sob uma forma neutra, mais lipossohivel, e
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atingira concentragdes significativas no leite, relativamente aos outros alcaléides. Este facto
também permitiria ajudar a explicar a auséncia de esparteina no leite da maior parte dos
animais alimentados com tremocilha, e a presenga de quantidades importantes de lupanina,
um alcaléide cuja concentracdo nas sementés é quatro vezes inferior a da esparteina, Alguns
alcaldides, como a morfina, codeina, atropina e a escopolamina também ndo sdo
transmissiveis ao leite ou sdio-no em quantidades vestigiais, pelo menos na mulher
(VORHERR, 1974) o que também se podera dever 4 sua elevada basicidade (COSTA,
1993). Por sua vez, tanto o pka da lupinina como o da lupanina permitem supor que estes
alcal6ides poderdo atravessar com maior facilidade as membranas celulares e originar

concentragdes no leite semelhantes a do plasma.

Quadro 4.6. Pka e peso molecular dos alcaléides
quinolizidinicos da tremocilha brava.

Alcaldides pKay pKa P.M.
Lupinina 8,25 - 169
Esparteina 10,26 3,05 234
Lupanina 747 - 248

Origem: SIMON (1958) e WIEWIOROWSKI e SKOLIK (1963)

4.3.3.1. Taxa de recuperagio dos alcaléides

Na quadro 4.7. apresentam-se as taxas de recuperagdo dos alcal6ides no leite, para
cada alcaloide e tratamento, registadas entre o 20° e 25° dia do periodo experimental. Nos

anexos 4.25. a 4.27. sdo apresentados os valores obtidos e respectiva analise de varidncia. A
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taxa de recuperagfio dos alcaléides totais foi da mesma ordem nos animais dos tratamentos
15 e 30%-TB, respectivamente, 0,041 ¢ 0,049%. No primeiro grupo atingiu o valor
méximo de 0,103% e no segundo 0,087%. A taxa de recuperago da lupinina, o alcal6ide
largamente dominante na dieta, foi significativamente superior nos animais alimentados com

30% de tremocilha (P<0,05), 0,049%, contra 0,034 % nas ovelhas do tratamento 15%-TB.

Quadro 4.7. Ingestiio de alcaldides, excre¢iio no leite e taxa de recuperacdo. 4

Pardmetros Lupinina Espar. Lupanina Gramina Total

Dieta 15% -TB

Alcal6ides na dieta
(mg/dia) 1917 310 80 51 2358

Alcaldides no leite

(mg/dia) 0,649 0,007 0,307 0 0,963
Taxa de Recuperagio |
(%) 0,034 @ 0,002 0,384 0 0,041

Dieta 30% -TB

Alcaléides na dieta

(mg/dia) 3504 572 148 94 4318
Alcal6ides no leite

(mg/dia) 1,703 0,015 0,405 0 2,123
Taxa de recuperagio

(%) 0,0495 0,003 0,274 0 0,049
EPM (T.Recup.) 0,005 0,004 0,22 - 0,009

a Média de 6 repetigdes. Os valores da taxa de recuperagdo na mesma coluna assinalados com
sobrescritos diferentes diferem significativamente (P<0,05).
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Este pardmetro variou entre 0,008 e 0,1% nas ovelhas 30%-TB e entre 0,009 e 0,078% nas
15%-TB. Em comparagdo com 0s outros alcaléides a taxa de recuperagdo da esparteina foi
bastante reduzida, tendo-se registado valores semelhantes nos dois tratamentos: 0,002% no
leite 15%-TB e 0,003% no leite 30%-TB (P>0,05). Refira-se contudo que se detectou
espartefna no leite de um s6 animal do grupo 15%-TB, enquanto que no grupo dos animais
que ingeriram mais tremocitha, foi encontrada esparteina no leite de metade das ovelhas.
Nos dois tratamentos a maior taxa de recuperagfio foi registada na lupanina: 0,384% no
leite das ovelhas do tratamento 15%-TB e 0,274% no leite das ovelhas do tratamento 30%-
TB (P>0,05). Globalmente este valor variou entre 0,011 e 1,16%. A analise dos resultados
permitiu concluir que a taxa de recuperagio dos alcaléides estd linearmente correlacionada
com a produgo diaria de leite (r = 0,864) e pode ser descrita pela equagdo:

T.R.(%)=0,0004 + 0,1151 x Kg de leite (Quadro 4.8. ¢ Figura 4.5.).

A taxa de recuperagdo da lupanina encontra-se mais intimamente correlacionada com
a produgdo de leite (r = 0,892) do que a da lupinina (r = 0,739), embora ambas difiram
significativamente de 0 (Quadro 4.7.). No se encontrou qualquer relagdo entre a ingestdo
de alcal6ides e a sua taxa de recuperagdo no leite (r = 0,406) (Figura 4.6.). Apesar disso, ¢
possivel estabelecer uma correlagio linear significativa (P<0,01) entre a quantidade de
alcal6ides ingeridos diariamente pela ovelhas e a sua concentragdo total no leite. Esta

relagio pode ser descrita pela equagdo:

Alcal6ides no leite (mg/Kg) = -2,6141 + 1,8964 x Alcal6ide ingeridos (g/d) (r = 0,785).

A partir desta equagdo pode concluir-se que para baixas ingestdes de alcaldides a sua
concentragdo no leite seria nula (F igura 4.7.).
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Quadro 4.8. Equacbes de regressio e coeficientes de correlagio das taxas de
recuperacio dos alcaléides (n=12).

Varidveis Equagio r S

Y = T.R dos alcaléides (%) Y =0,0004 +0,1151 X 0,864  P<0,001

X = Produgdo de leite (Kg/d)

Y =T.R. da lupinina (%) Y =0,0071 +0,0891 X 0,739 P<0,01
X = Produgdo de leite (Kg/d)

Y = T.R. da lupanina (%) Y =-0,1648 + 1,245 X 0,892  P<0,001
X = Produgdo de leite (Kg/d) |

Y = Alca. no leite (mg/Kg) Y =-2,6141 +1,8964 X 0,785 P<0,01
X = Ingestdo de alca. (g/d)

Esta relagdio e, por outro lado, o aumento da taxa de recuperagéo dos alcal6ides que
se verifica conforme aumenta a produgdio de leite, parece indicar que a passagem dos
alcaloides do sangue para o leite dependeria dum trasporte passivo, do sangue para as
células alvéolares da glindula mamaria, ¢ dependente da sua concentragiio plasmatica. As
relagBes entre os pardmetros referidos sio semelhantes as encontradas no trabalho de
VELDMAN et al. (1992) sobre a taxa de recuperagdo de aflatoxinas no leite de vaca.
Também estes autores encontraram uma elevada correlagdo positiva entre a taxa de
recuperagdo das micotoxinas ¢ a produgdo diaria de leite, bem como entre a ingestdio de
aflatoxinas e a sua concentragio no leite. Também aqui a taxa de recuperagiio das
aflatoxinas foi independente das quantidades ingeridas. Neste trabalho determinaram-se
taxas de recuperagdo de aflatoxinas que variaram entre 1,8% e 6,2% em vacas com uma
produgdo de 16,6 e 39,5 Kg/dia, respectivamente, valores que sio superiores aos que se

encontraram no presente trabalho para os alcaldides da tremocilha brava, em ovelhas
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leiteiras: 0,049% pas ovelhas alimentadas com 30% de tremocilha e produzindo 0,341
Kg/dia de leite e 0,041% nas ovelhas suplementadas com 15% de tremocilha e com uma
produgco leiteira de 0,377 kg/dia. Todavia, se se contabilizarem as taxas de recuperagdo de
aflatoxinas e de alcal6ides por unidade de leite produzido, obtém-se 0s valores de 0,156%
¢ 0,108% para aqueles bovinos leiteiros, e 0,141% e 0,108% nas ovelhas alimentadas com
tremocilha brava, respectivamente, quantidades que sdo muito semelhantes entre si. Assim,
poder-se-ia admitir que a taxa de recuperagdo dos alcaléides setia da mesma ordem da das
aflotoxinas, para animais com o mesmo nivel de producdo. A taxa de recuperagio dos
alcaléides da tremocilha é ainda da mesma ordem da taxa de recuperagdo didria da quinina,
no leite da muther (0,05%) (VORHERR, 1974).
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Figura 4.5. Relagio entre produgdo de leite e taxa de recuperaglio dos
alcaléides ingeridos, nos animais alimentados com tremocilha brava (n=12).r
= 0,864***,
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Figura 4.6. Relaclio entre ingestdio de alcalides ¢ a sua taxa de
recuperagio no leite, nas ovelhas alimentadas com tremocilha brava
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Figura 4.7. Relagdo entre ingestéo de alcaldides e a sua concentragdo no
leite, nas ovelhas alimentadas com tremocilha brava (n=12). r=0,785%*.

124



4.4. Conclusdes

A suplementagdo de ovelhas leiteiras com niveis relativamente elevados de tremocilha
brava (30% da MS) niio afectou significativamente quer a ingest#o de MS quer a produgdo
de leite. Contudo, este trabalho confirmou a tendéncia para um menor consumo nas dietas
que contém tremocilha, comparativamente 3 dieta controle com bagago de soja. Por outro
lado, o baixo nivel produtivo das ovelhas utilizadas pode ser impeditivo da expressdo de
um possivel efeito negativo dos alcaléides sobre a produgdo de leite.

Foram encontrados alcaléides no leite de todos os animais suplementados com
tremocilha brava. Este suplemento ndo induziu qualquer alteragdio significativa nos valores
dos restantes parimetros da composig@o quimica do leite.

Tal como na dieta, o alcaléide predominante no leite foi a lupinina, o que estd de
acordo com a estabilidade que revelou em meio ruminal incubado in vitro. No leite da
maior parte dos animais nfio se detectou esparteina. A auséncia de gramina no leite destes
animais também estd conforme com os resultados do trabalho in vitro € que apontavam para
a sua degradagio no meio ruminal. Por outro lado, o significativo aumento da
concentrago de lupanina no meio in vitro, possivelmente via esparteina, podera explicar a
maior taxa de recuperagdo deste alcaléide no leite.

A taxa de recuperagdo dos alcaléides da tremocilha no leite foi semelbante 4 registada
com as aflatoxinas. Tal como no caso destas substancias, aquele pardmetro encontra-se
positivamente correlacionado com 0s valores da produgio de leite, assim como a
concentragdo de alcaldides no leite se correlaciona positivamente com a quantidade

ingerida.
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5. Efeito da tremocilha brava sobre a qualidade do queijo
5.1. Introdugio

A manutengdo de elevados pardmetros de qualidade e a sua consténcia e uniformidade
s@o objectivos primordiais numa estratégia empresarial de produgio de queijo. Esta
problemdtica assume hoje em dia particular importéncia no nosso pais visto que a produggo
de queijo, a par de outros produtos tradicionais de qualidade, constitui uma importante
componente do desenvolvimento integrado do mundo rural mediterrdnico. A criagio de
zonas demarcadas deverd ser acompanhada por um esforg:o de uniformiza¢fio da qualidade
dos produtos, que se revela fundamental para a criagio de s6lidas imagens de marca, tendo
em vista, nfo s6 o consumo doméstico, mas também a exportagiio. O aumento do consumo
de queijo tradicional e da sua valorizagio comercial dependem da diminuigio da
irregularidade da sua qualidade e da manuten¢do das suas caracteristicas originais e
genuinas.

Existe um conjunto de operagSes que sio comuns A maior parte dos processos de
caseificagdo e que se podem resumir em 4 etapas principais: a coagulagio, o dessoramento,
a salga e a maturagio. A coagulagio traduz as modificagdes fisico-quimicas que sofrem as
micélias da caseina pela acgio desnaturadora de enzimas proteoliticas (animais ou vegetais)
e do écido lictico com origem na flora bacteriana lictica. Conduz a formagfio da coalhada e
a acidificagdo do meio com inibigdo da flora indesejavel para a caseificagio. O
dessoramento consiste na separagdo do soro que impregna o coédgulo ¢ na obtengdo da
matéria s6lida que constitui a coalhada. Este processo ocorre essencialmente por ruptura
mecénica da coalhada e pela acgfio do 4cido lactico durante a sinérese. A salga da massa
assim obtida é feita de forma a regular-se o desenvolvimento microbiano, suprimindo-se
espécies indesejaveis, e melhorar o sabor do queijo. A maturagdo ou cura, é a tiltima fase do
fabrico, e inclui alteragGes das propriedades fisicas e quimicas da massa. O queijo adquire o

seu aspecto, textura ¢ consisténcia, assim como o seu aroma e sabor caracteristicos. Este
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processo depende de um conjunto de reacgdes bioquimicas que ocorrem na massa do queijo
e que sdo provocadas pela acgdo de enzimas, predominantemente de origem microbiana mas
também das existentes no préprio leite e no agente coagulante.

O tipo e a qualidade do queijo depende da tecnologia utilizada no seu fabrico, das
variagdes, opera¢des adicionais ou acidentes que podem sofrer cada uma daquelas etapas,
bem como das caracteristicas do leite utilizado, nomeadamente o seu estado higiénico,
durante a ordenha e conservagdo, € a sua composigdo fisico-quimica. Nesta ultima, estdo
implicados factores como a raga, a fase de lactagdo, o estado sanitdrio e a alimenta¢fio dos
animais. A componente alimentar com reflexo na qualidade do queijo, a que mais interessa
no &mbito do presente trabalho, assume particular importancia nos sistemas de criagfo de
ruminantes em regime extensivo, pelas caracteristicas que a variedade da flora local
transmite ao produto final. Com efeito, sabe-se que algumas plantas transmitem ao leite
substdncias benéficas para as qualidades organolépticas do leite ¢ do queijo. O tomilho
(Thymus spp.) quando ingerido por ovelhas leiteiras transmite o seu agradavel sabor ao leite
e ao queijo (LAI et al., 1983). Dietas propionogénicas provocam a formagéo de gama-
dodecanolactonas no leite que originam um sabor semelhante ao da framboesa, no queijo
(URBACH, 1990). Por sua vez, ainda segundo este autor, as dietas pobres em lipidos,
como aquelas em que predomina o feno de luzerna, podem originar um leite rico em
lactonas e metilcetonas. As primeiras seriam as percursoras de sabores agradéveis proximos
dos do coco e do péssego, enquanto as segundas contribuiriam para o flavor tipico dos
queijos do tipo azul. DUMONT et al. (1981) compararam queijos Gruyere de vérias
origens e concluiram que os que provinham das montanhas continham mais compostos
volateis, como terpenos e sesquiterpenos, reflectindo as diferentes espécies vegetais
consumidas € o maneio alimentar a que os animais eram sujeitos. Nas zonas planas os
animais s30 geralmente alimentados com pastagens monoespecificas e por isso menos ricas
em moléculas odoriferas do que as pastagens de plantas espontéineas, como as das regides
montanhosas (MOINET, 1997). Da mesma maneira, segundo URBACH (1990), os

animais alimentados com pastagens produzem leite com elevado teor em fitol e dihidrofitol
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0 qué origina uma manteiga com melhor sabor ¢ aroma e maior procura no mercado,
comparativamente a outra produzida a partir do leite de animais alimentados com alimentos
secos e isento daqueles alcoois, cuja origem seria a cadeia lateral de fitol da clorofila.

Os animais também podem ter acesso a espécies vegetais que transmitem ao leite
substancias deletérias, cujo efeito sobre a qualidade organoléptica do queijo ainda é mal
conhecida. ANDERS e JAGO (1970) obtiveram queijo cheddar a partir de leite rico em
4cidos gordos polinsaturados, proveniente de vacas suplementadas com 6leo de cértamo,
que praticamente nfio desenvolveu aroma, comparativamente ao queijo elaborado a partir de
um leite testemunha. Segundo os autores, uma explicagéo possivel para este facto, residira
na inibigdo, pelo 4cido linoleico, do sistema enzimético piruvato-desidrogenase das bactérias
responséveis pela cura do queijo.

Também a forma de conservagio das forragens pode influenciar a qualidade do
queijo. O consumo de silagem por animais em lactacio comporta o risco de um
enriquecimento do leite em esporos butiricos, que no queijo originam uma flora butirica
responsével por mau gosto e orificios exageradamente grandes. E por isso que em Franca
nfio é permitido fornecer silagem aos animais cujo leite ¢ utilizado no fabrico dos queijos
Gruyére, Comté ou Emmenthal. Como seria de esperar este fenoémeno agudiza-se nas
silagens de pior qualidade. Uma silagem bem elaborada limita-se a transmitir ao queijo um
gosto ligeiramente mais amargo, quando comparada com uma dieta a base de feno
(MOINET, 1997).

Outras substancias transmissiveis ao leite possuem propriedades antibiéticas capazes
de provocar alteragdes da qualidade do queijo, inibindo os microorganismos responsaveis
pela caseificagio, nomeadamente durante a coagulagio e a cura. Incluem-se neste grupo 0s
residuos dos medicamentos antibidticos, residuos de detergentes e desinfectantes da
lavagem do material e algumas substancias de origem vegetal consumidas pelos animais. O
leite conspurcado ou contaminado por microorganismos provenientes de feridas, pode
também provocar acidentes da caseificagdo pela flora anormal que ¢ introduzida no meio €

do desequilibrio ecolégico que dai resulta. A maior parte dos antibiéticos com actividade
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anti-mamitica inibem a proliferacio das bactérias lacticas. O atraso na acidificagdio da
coalhada que entfio se regista favorece o desenvolvimento de uma flora anormal em que
predominam as bactérias coliformes (RICHARD e AUCLAIR, 1987). Como as bactérias
lacticas tém também uma importante acg@o proteolitica sobre a caseina, decisiva para o
desenvolvimento das qualidades organolépticas dos queijos durante a cura (WEBER e
RAMET, 1987), a sua inibicio por substéncias antibidticas conduz a uma diminuigio da
qualidade dos produtos.

Como ja foi referido, estd comprovada a inibicio do desenvolvimento de algumas
espécies bacterianas pelo alcaldides quinolizidinicos. Na bibliografia consultada nfio se
encontraram quaisquer referéncias a um possivel efeito deletério destes alcal6ides sobre a
qualidade do queijo ou de outros produtos licteos, quer através da inibicdio da flora
caseificante quer pela transmissfio do seu gosto amargo aos produtos. Alguns ovinicultores
disseram-nos que reduzem o consumo de tremocilha pelas ovelhas em lactagio e que muitos
roupeiros receiam utilizar o leite destes animais, temendo a transmissdo do sabor amargo
para os produtos. Por isso, pretende-se agora verificar se as concentragdes de alcaldides
encontradas no leite das ovelhas do estudo anterior produzem qualquer efeito negativo

sobre a qualidade organoléptica do queijo de Serpa.

5.2. Material e métodos

O leite obtido ao longo da experiéncia referida no capitulo anterior foi armazenado a -
20°C, no escuro, ¢ em embalagens hermeticamente fechadas logo apés a ordenha e a
obtengdo de amostras para as andlises quimicas referidas em 4.2.. O leite de cada ovelha foi
armazenado separadamente, tendo sido as embalagens identificadas com o nmimero de cada
animal e o tratamento alimentar a que estava sujeito. Estas embalagens foram lavadas com
detergente e enxaguadas, antes de serem utilizadas.

No termo do periodo experimental o leite foi transportado para a queijaria da Herdade

da Abdbada, em Serpa, onde foi transformado em queijo. Na impossibilidade de se obter um
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queijo a partir do leite de cada uma das ovelhas, o leite dos animais de cada um dos
tratamentos 15%-TB (dieta com 15% de tremocilha) e 30%-TB (dieta com 30% de
tremocilha) foi agrupado em lotes de maneira a obter-se, simultaneamente, um gradiente de
alcaldides. Assim, dentro de cada um destes tratamentos conseguiram-se 2 lotes, cada um

composto pelo leite de trés ovelhas:

Ovelhas suplementadas com bagago de soja: lote de leite sem alcaldides (Queijos 0A)

Ovelhas suplementadas com 15% de tremocilha: lote de leite com 1mg/Kg (Queijos 1A)
lote de leite com 3 mg/Kg (Queijos 3A)

Ovelhas suplementadas com 30% de tremocilha: lote de leite com 6 mg/Kg (Queijos 6A)
lote de leite com 7 mg/Kg (Queijos 7A)

Cada um destes lotes de leite foi processado independentemente e de igual modo, de
acordo com o método utilizado no fabrico de Queijo de Serpa, e que a seguir
resumidamente se descreve.

Na queijaria procedeu-se a descongelagio do leite 4 temperatura ambiente durante 24
h, apds o que se filtrou por um conjunto de 6 panos. Submeteu-se depois o leite a uma
temperatura de 29°C, em banho-maria, e juntou-se-lhe a infusiio de cardo (Cynara
cardunculus L.). Esta foi preparada de véspera, por esmagamento de pétalas de cardo num
almofariz, adicionando-se depois agua 4 massa resultante. No dia seguinte a infusfo foi
coada e adicionada ao leite, na proporgéio de 3,5 g de cardo por 10 litros de leite. A
coalhada entfio obtida foi cortada e vertida na queijeira, procedendo-se entdio ao
dessoramento manual e a salga, na proporgdo de 100 g de sal por cada 10 litros de leite. A
massa ja dessorada foi moldada e acondicionada nos cinchos, passando de seguida & fase da
cura em cmara frigorifica. Durante os primeiros quinze dias os queijos permaneceram a
uma temperatura de 9°C, foram sujeitos a uma humidade de 95% e todos os dias foram

virados. Decorrido este tempo foram lavados e passaram para uma segunda cdmara onde a
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temperatura passou a 12 °C e a humidade a 85%. O processo de cura terminou ao fim de 30

dias e os queijos foram entfio submetidos a anélise quimica, microbiolégica e sensorial.

5.2.1. Anilises quimicas e microbiolégicas

Em todos os queijos obteve-se uma amostra cortando uma fatia a partir do centro do
queijo, com cerca de 50 g, ap6s o que Ihe foi retirada a crosta. De seguida foi triturada em
almofariz, homogeneizada e conservada num frasco de vidro fechado. Foi medido o residuo
seco (RS) de acordo com a Norma Internacional FIL-IDF 4:1958. Para tal aqueceu-se em
estufa a 105°C até peso constante, uma cépsula de porcelana com areia de mar, a que se
juntou ap6s arrefecimento em exsicador, 5 g de amostra do queijo, misturando bem com a
areia. Introduziu-se de novo na estufa 2 mesma temperatura durante 4 horas ap6s o que
arrefecen em exsicador e se procedeu 3 pesagem. O teor em matéria gorda foi medido
utilizando a NP.2015/83. Num butirometro juntou-se a uma pequena quantidade de amostra
acido sulfiirico e alcool isoamilico. Depois de se ter separado a gordura por centrifugacéo,
leu-se a sua percentagem na escala do butirémetro. O teor em azoto total foi quantificado
pelo método Kjeldhal (AOAC, 1990), submetendo-se a amostra a 4cido sulfiirico na
presenga de sulfato de cobre e 6xido de titinio. Apés adicdo de hidréxido de sodio
destilou-se o digerido e recolheu-se o destilado sobre acido bérico. O amoniaco foi depois
titulado com HCI 0,1N até viragem do indicador. O teor em azoto calculou-se a partir da
quantidade de HCI consumido. Para determinar o teor em azoto solivel utilizou-se o
método descrito por Carvalho (1989). Macerou-se 20g de homogeneizado em 4gua
destilada a 40°C, que se reuniram num baldo volumétrico de 500 ml. Arrefeceu-se,
completou-se o volume e deixou-se repousar durante 24 h a 4°C. Apds centrifugagdo
durante 20 minutos, a 3500 r.p.m e a 0°C, determinou-se a concentracio de azoto no
sobrenadante recorrendo ao método Kjeldjal. Para a quantificagio dos alcaloides presentes
no queijo utilizou-se o método descrito em 3., depois de se ter homogeneizado 3 g de

massa, retirada do interior do queijo, em 15 ml de HCl 0,5N com a ajuda de um
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Ultratorrax. A concentragio de cloretos totais foi determinada recorrendo ao método
proposto para o queijo pela AOAC (1990). Todas as anilises foram efectuadas em
duplicado. O coeficiente de maturagdo dos queijos foi expresso como a percentagem de N
solivel no N total. Foi ainda calculado para cada queijo o valor da humidade referido ao
queijo isento de matéria gorda (HRQIMG) e o teor de matéria gorda no residuo seco
(MGRS).

As amostras para contagem microbiolégica foram recolhidas assepticamente
utilizando uma faca esterilizada 4 chama de lamparina. Cortou-se radialmente o queijo em
fatias concéntricas de cerca de 50 g, apés eliminagdo da casca. Contaram-se os meséfilos
totais a partir de um homogeneizado em citrato de sédio a 2% (10g/90ml) a 45°C, obtido
num homogeneizador Stomacher. Prepararam-se diluigdes decimais em solugdo estéril de
Ringer a 25%, ap6s o que as col6nias de microorganismos foram contadas em placas de

Plate Count Agar, incubadas a 30°C durante 72 horas (NP 459/85).
5.2.2. Anilise sensorial

Os queijos foram analisados sensorialmente pelo Painel de Provadores do Queijo de
Serpa, na Escola Superior Agraria de Beja, de acordo com as Regras de Controlo e
Certificagdio do Queijo de Serpa. Os cinco elementos do painel analisaram sensorialmente
todos os queijos ¢ atribuiram a cada um uma pontuagfo final que consiste no somatério da
classificagio obtida pela crosta, forma, pasta e aroma/sabor, de acordo com a seguinte
escala de pontuagdo:

Crosta

Lisa ou ondulada, fina ou medianamente espessa, inteira; cor amarelo-palha carregado,
por vezes recoberta de formagdes secas de bolores brancos ou de cor de lim#o: 3,5 a 4
pontos. Pouco aderente, mal formada, com dificuldade de contengfo da massa, fendaé mais

ou menos extensas e abertas, ou dura e espessa, cor branca, manchada ou amarelo muito
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carregado: 2 a 3 pontos. Profundamente deteriorada, com excessiva espessura ou com
manchas profundas: 0 a 1,5 pontos.

Forma e consisténcia

Regular com abaulamento lateral, sem arestas. Consisténcia semi-mole com alguma
flutuagdio; som macico ou ligeiramente timpénico: 3,5 a 4 pontos. Arestas vivas,
consisténcia dura ou deforméavel por excesso de amanteigado; som timpanico acentuado: 2
a 3 pontos. Deformag8o exagerada; consisténcia demasiado fluida: 0 a 1,5 pontos.

Textura e Cor da Pasta

Bem ligada, fechada ou com alguns olhos, mediamente amanteigada; cor branco-
marfim uniforme: 5,5 a 6 pontos. Mal ligada, aberta, com centros duros, abatatada ou
irregular, com 4gua intersticial; cor branco-mate, centros brancos, coloragfio irregular ou
com manchas: 3 a 5 pontos. Desligada, esponjosa; cor totalmente branca ou manchada de
vérias tonalidades: 0 a 2,5 pontos.

Sabor e Cheiro

Sabor suave ou ligeiramente acentuado e picante; cheiro suave ou ligeiramente forte ¢
amoniacal: 5,5 a 6 pontos. Saponificado, salgado, amargo, forte e desagradavel; cheiro
amoniacal forte acentuado: 3 a 5 pontos. Sabor e cheiro repugnante: 0 a 2,5 pontos.

Para obter aprovagdo pelo painel os queijos devem reunir os seguintes requisitos:
pontuagdo total igual ou superior a 14 pontos e pontuagiio do sabor e cheiro superior a 4
pontos. Os valores da HRQIMG e da MGRRS devem situar-se entre 61 - 69% e 45 - 60%,
respectivamente. O coeficiente de maturagfio deve ser igual ou superior a 45 embora este

valor raramente seja atingido nos queijos de Serpa comercializados.

5.2.3. Anilise estatistica

Os valores médios dos pardmetros obtidos para os queijos de cada tratamento foram
comparados pela andlise de varidncia dos dados segundo um delinecamento completamente

casualizado com um niimero diferente de repetices por cada tratamento. Quando a anélise
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de varidncia demonstrou a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos,
compararam-se as médias pelo teste da LSD. Consideraram-se as diferencas entre os
tratamentos como significativas, muito significativas ou altamente significativas, quando a
probabilidade da sua ocorréncia foi, respectivamente, de 95% ( P<0,05 ), 99% ( P<0,01) e
99,9% ( P<0,001) (GOMEZ e GOMEZ, 1984).

5.3. Resultados e discusséio
5.3.1. Composicio quimica

No quadro 5.1. apresenta-se a composicdo quimica dos queijos estudados. Nos
anexos 5.1. a 5.9. sdio apresentados os valores obtidos ¢ a respectiva analise de varidncia.
Obtiveram-se 8 queijos a partir de leite sem alcaldides proveniente dos animais
suplementados com bagago de soja (queijos 0A ou 0%-TB); 2 queijos de leite com
alcal6ides na proporgio de 1 mg/Kg de leite (queijos 1A) e 4 queijos de leite com 3 mg/Kg
(queijos 3A) das ovelhas suplementadas com 15% de tremocilha brava (queijos 15%-TB); e
ainda 4 queijos de leite com 6 mg/Kg (queijos 6A) e 2 queijos de leite com 7 mg/Kg
(queijos 7A) das ovelhas suplementadas com 30% de tremocilba brava (queijos 30%-TB).
Os queijos atingiram um peso individual entre 700 e 1000 g classificando-se por isso como
ncuncas” de acordo com o Decreto Regulamentar n°39/87.

O RS dos queijos foi bastante semelhante (Figura 5.1). S6 os queijos 1A
apresentaram um RS significativamente inferior (P<0,001). Os valores dbtidos para este
parimetro sdo inferiores aos 60,79% referidos por CRUZ (1948) para queijos de Serpa.
MACEDO et al. (1993) citam teores de RS para o queijo Serra da Estrela entre 51,2% e
68,1%. Também para queijos espanhéis de tecnologia bastante semelhante & do Queijo de
Serpa se referem valores semelhantes aos por nés encontrados. Segundo MAYORAL et
al.(1991) cit. por AMARAL (1996) o Queijo del Casar pode apresentar 51,69% (45 dias
de cura) a 53,64% (60 dias de cura) de RS. Também no Queijo de la Serena GONZALEZ
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et al.(1991) cit. por AMARAL (1996) encontraram valores de 57,71% (45 dias) a 38,54%
(60 dias de cura).

Como seria de esperar a HRQIMG acompanhou os valores registados para o residuo
seco, tendo igualmente oscilado muito pouco (Figura 5.2.). O valor maximo foi obtido nos
queijos 1A e diferiu significativamente dos restantes (P<0,001). Todavia, nfio se registqu
qualquer correlagdo significativa (P>0,05) entre os valores da HRQIMG e o teor em
alcaldides do leite. Os valores médios da HRQIMG encontrados nos queijos estudados sdo
da mesma ordem dos propostos pelas normas reguladoras do Queijo de Serpa (61-69%
segundo o Decreto Regulamentar n° 39/87 de 29 de Junho). Apesar dos queijos 0%-TB
terem registado valores inferiores aos estipulados no regulamento, este afastamento parece
ndo ser significativo. O teor em dgua do queijo depende principalmente das transformagdes
quimicas sofridas pela massa durante a acidificagio, da intensidade das operagSes de
esgotamento e, posteriormente, da quantidade de sal utilizada e da duragio e condigGes
ambientais em que se processa a cura (HARDY, 1987). De todos estes factores
condicionantes do teor em humidade do queijo aquele que, provavelmente, surge como
susceptivel de maior variagdo no sistema por nds utilizado, € a intensidade com que se
esgotou o soro presente na coalhada, visto que todos os outros factores permaneceram
constantes. Com efeito, sendo este processo artesanal ¢ natural que diferengas
imperceptiveis no esforgo efectuado no tratamento mecénico da coalhada (corte,
esmagamento € compressdo) possam originar valores significativamente diferentes da
humidade residual de alguns queijos. Qualquer efeito dos alcal6ides presentes no leite sobre
este parimetro, serd, aparentemente, de dificil justificagdo, para o que parece apontar o
coeficiente de correla¢do encontrado (Quadro 5.3.). AMARAL (1996), ao estudar o efeito
da etnia das ovelhas sobre a composi¢io quimica e sensorial de 38 queijos de Serpa com 40
a 55 dias de maturagfio, também elaborados na queijaria da Herdade da Abébada, verificou
que s6 metade registou um teor em HRQIMG compreendidos entre 61-69%, conforme

exigido pelo regulamento de certificagfo.
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Figura 5.1. Variagio do Residuo Seco (%) de Queijo de Serpa

elaborado a partir de leite com 5 concentragdes crescentes de
alcal6ides da tremocilha brava.
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Figura 5.2. Variagdo da HRQIMG (%) de Queijo de Serpa
elaborado a partir de leite com 5 concentracdes crescentes de
alcaléides da tremocilha brava.
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Quadro 5.1. Composi¢io quimica de Queijo de Serpa obtido a partir de leite sem
alcaléides (dieta sem tremocilha), com 1 e 3 mg/Kg (dieta 15%-TB) e com 6 ¢ 7
mg/Kg (dieta 30%-TB). Média e (EPM).

Alcalbides (mg/Kg leite)
Pardmetros 0 1 3 6 7 signif.
n=8 n=2 n=4 n=4 n=2
Residuo Seco (%) 55,83 51,50 53,85 56,18 57,25 ok

(0,40) (0,70) (0,33) (0,53) (1,05)

HRQIMG (%) 59,25 65,45 61,93 60,10 62,40 i
(0,45) (0,15) (0,24) 0,59) (1,40)

Matéria Gorda (%) 25,43 25,80 25,45 27,08 31,55 e
(0,27) (1,00) (0,48) (033) (0,29

MGRRS (%) 45,55 50,05 47,28 48,20 55,10  w
(0,39) (1,25) (0,65) (0.41)  (0,60)

P B(%) 25,49 21,25 21,23 21,68 17,4 o
(0,42) (0,45) (1,82) (0,27) 1,7)

N solavel (%) 1,27 0,80 0,93 0,60 0,58 b
(0,04) (0,00) (0,03) (0,00) (0,03)

C. Maturago 31,59 24,15 28,48 17,63 22,05
(0.85) (0,55) (2,59 (0,23) (1,95)

Cloretos 1,504 3,15 3,00 3,53 4,50
(0,09) (0,15) (0,07) (0,12) (0,40)

Lupinina 0 174 282 1120 1016 hE
(ng/100g) (0,00) (22,94) (33,89) (125,84) (145,91)
an=6
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Como se pode observar na figura 5.3. registou-se um aumento do teor em MG dos
queijos, com o incremento da concentragdo de alcalbides no leite (r=0,71 para P<0,001,
com y=25,06+0,52x). Porém, s6 os queijos 7A apresentaram uma concentragdo em gordura
significativamente superior a dos restantes (P<0,001). A MGRRS acompanhou igualmente
esta tendéncia, com os queijos 15%-TB e 30%-TB a atingirem valores médios superiores ao

controlo (Figura 5.4.).
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Figura 5.3. Teor em Matéria Gorda de Queijo de Serpa elaborado a partir de
leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides de tremocilha brava.

Os queijos 7A apresentaram o valor mais elevado (P<0,001). Também foi possivel
estabelecer uma correlagéo significativa (P<0,001) entre este pardmetro e a quantidade de
alcal6ides presentes no leite (r=0,68), manifestando-se esta relagdo através da equagéo de
regressdo linear Y=45,88 + 0,75x. Os valores médios da MGRRS dos queijos estudados
estdo compreendidos dentro dos limites legais definidos para o Queijo de Serpa e que v&o
de 45 a menos de 60%. S6 em 2 dos 10 queijos das ovelhas 0%-TB se registou um valor

inferior a 45% de MGRRS.
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Figura 5.4. Teor em MGRRS de Queijo de Serpa elaborado a partir de
leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da tremocilha brava.

Os valores de MG encontrados sdo semelhantes aos 27,32+3,06% referidos por
AMARAL (1996) em Queijo de Serpa com 40 a 55 dias de cura. SA et al.(1970)
encontraram 22,8% a 25,1% de MG em Queijos de Serpa com 30 dias de cura. De acordo
com a revisdo feita por MACEDO et al.(1993) a MG dos Queijos Serra da Estrela pode
variar de 23% a 40%. Para o Queijo de la Serena GONZALEZ et al. (1991) cit. por
AMARAL (1996) obtiveram valores de 30,41% (45 dias de cura) e 35,33t 7,00% (60
dias). Jo MAYORAL et al. (1991) cit. por AMARAL (1996) determinaram em Queijo del
Casar teores de 26,33+2.87% (45 dias) e 26,08+ 2,83% (60 dias de cura). Os maiores
teores em MG e MGRRS dos queijos feitos com leite das ovelhas 15%-TB e,
principalmente, 30%-TB, poderfo resultar de uma inibigdo da actividade microbiana pelos
alcaléides. As quantidades de MG no leite dos animais dos trés tratamentos, um parametro
que poderia influenciar consideravelmente a MG do queijo, ndo diferiram

significativamente.
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Durante a maturagdo do queijo desenvolvem-se reacgdes de lipdlise originadas quer
pelas lipases proprias do leite quer por lipases microbianas. Os 4cidos gordos que se
libertam destas reac¢des sdo por sua vez utilizados como fonte de energia por muitos
microorganismos, principalmente pelos fungos, num processo de degradagéo oxidativa. Os
4cidos gordos sio oxidados em beta-cetoacidos e estes descarboxilados para a metilcetona
correspondente, com a perda de um atomo de carbono. Tanto os esporos como o micélio
sdo eficientes nesta degradagdio dos 4cidos gordos (ADDA et al., 1991). Por outro lado,
esta via metabélica representa para a restante flora microbiana uma destoxificagéo do meio,
visto que a acumulagfo de 4acidos gordos provenientes da lipolise tem um efeito inibidor
sobre o seu desenvolvimento (CHOISY et al., 1987). A revisdo efectuada por MACEDO et
al. (1993) sobre a populagdo fungica do Queijo da Serra aponta para valores de até
1,43.108 ufc, principalmente dos géneros Geotrichum, Penicilium e Aspergillus. De acordo
com MUZQUIZ (1992), os alcal6ides quinolizidinicos mesmo em baixas concentragdes sdo
toxicos para alguns fungos, como é o caso de Pytium aphanidermatum. Também WINK
(1984) assinala a actividade inibidora da esparteina e da lupanina sobre sete diferentes
espécies de fungos e MONIELLO et al. (nfio publicado) referem o efeito inibidor da
esparteina sobre alguns fungos. Assim, o maior teor em gordura dos queijos 30%-TB
poderia reflectir uma inibigdo da populagio fiingica pelos alcal6ides.

Todos os queijos elaborados com o leite das ovelhas suplementadas com tremocilha
brava atingiram teores médios em proteina bruta inferiores aos 25,45% registados no
tratamento testemunha (Figura 5.5.), tendo esta diminui¢do sido mais acentuada nos queijo
3A, 6A e 7A (P<0,01). Estimou-se uma correlagio de -0,70 (P<0,001) entre este
parametro e o teor em alcal6ides no leite, com y=24,73-0,80x. O valor de 17,40% registado
nos queijos 7-A constitui uma concentragio bastante baixa se comparada com os valores
encontrados por AMARAL (1996) em 38 Queijos de Serpa com um tempo de maturagdo
semelhante. S6 8% destes queijos apresentaram uma concentragéo proteica inferior a 17%.
Excluindo estes, o valor médio dos queijos estudados situou-se em 28%, valor que se

aproxima bastante do obtido nos queijo do nosso tratamento testemunha. Também CRUZ
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(1948) encontrou um teor proteico de 23,45% para o Queijo de Serpa € GONZALEZ et
al.(1991) e MAYORAL et al. (1991) cits. por AMARAL (1996) determinaram um teor de
24% de PB para queijos de la Serena e del Casar. O anormal teor proteico registado nos
queijos 7A poder-se-4 dever a relativamente elevada concentragdo de alcaloides presentes
no leite. A concentragdo proteica do leite que lhes deu origem foi semelhante as dos

restantes.

25,5

21,3 [ | 21,2 | | 21,7
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Figura 5.5. Variacdo do teor em proteina bruta em Queijo de Serpa
elaborado a partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da
tremocilha brava.

Os alcaldides poderiam ter inibido a flora acidificante, durante o processo de
coagulagd@o, 0 que provocaria uma diminui¢do do codgulo formado, com perda de caseina
durante o dessoramento. As fermentagGes lacticas jogam um papel decisivo no processo de
caseificacdo devido a sua acgdo sobre a coagulagdo (GOBIN, 1995). A superficie das
micélias de caseina no leite contém moléculas de caseina K, carregadas positivamente e por

isso hidrofilicas, que impedem a agregacdo das micélias. No inicio da caseificacdo
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desenvolve-se uma flora acidificante que produz 4cido lactico, mais especificamente, iGes de
hidrogénio. Estes, ao ligarem-se a caseina K neutralizam as suas cargas negativas e
permitem a agregagdo das micélias e a formagfo do coagulo (MOGENSEN, 1991). Assim,
qualquer substincia que iniba a flora acidificante ¢ susceptivel de alterar o normal processo
da coagulagio com perda de moléculas de caseina que se mantém soliveis no soro do leite.
Os mais altos teores de MG que se registaram nos queijos dos animais 15 ¢ 30%-TB
poderiam resultar, inclusivamente, de uma perda de caseina durante o dessoramento, com o
correspondente aumento da proporgdo de gordura retida no coagulo.

A concentragio de azoto soluvel nos queijos 15%-TB e 30%-TB também foi inferior
a do tratamento testemunha (P<0,001) (Figura 5.6.). Determinou-se um coeficiente de
correlagdo de -0,90 (P<0,001) podendo a relagdo entre este parametro e os alcaldides

presentes no leite ser descrita pela equagdo de regressdo y=1,21-0,10x.

N Solivel (%)

0 1 3 6 7

Alcaldides(mg/Kg)

Figura 5.6. Variagdo da concentragdo de azoto soluvel em Queijo de Serpa
elaborado a partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da
tremocilha brava.
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O teor em N solavel presente nos queijos 0%-TB e 15%-TB € bastante semelhante
aos obtidos por AMARAL (1996) em Queijo de Serpa com 45 dias de maturagéo, e que
variaram entre 0,8 e 1,2. Ja a concentragdo de N solivel nos queijos 30%-TB (0,6% em
todos eles) € bastante inferior a média registada por aquele autor assim como aos 1,8%
registados por CRUZ (1948) para o mesmo tipo de queijo. Nesta fraccdo azotada estdo
incluidos os produtos da protedlise da caseina pelas enzimas coagulantes (as cinarinas, no
caso do cardo), pela plasmina do leite e pelas proteases microbianas, originando-se nestas
reacgdes principalmente péptidos, aminoacidos € N amoniacal. Destacam-se, € estdo
particularmente bem estudadas, as actividades proteoliticas das bactérias lacticas e dos
Penincilium. Quanto a formagdo de N amoniacal ela resulta maioritariamente das reac¢des
de descarboxilagio dos aminoacidos por Micrococus, Streptococus e corinéformes
(CHOISY et al., 1987). A diminui¢do do azoto soluvel registada acompanha o decréscimo
do teor em PB verificado nos queijos 15 e 30%-TB, mas também pode resultar de uma

menor actividade microbiana nestes queijos.
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Figura 5.7. Variagdo do Coeficiente de Maturaggo de Queijo de Serpa elaborado
a partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcal6ides da tremocilha brava.
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O coeficiente de maturagdo (CM) dos queijos estudados ndo atingiu o minimo de
45% estipulado pelo Decreto Regulamentar 39/87 (Figura 5.7.). Os queijos 0%-TB
atingiram um CM mais elevado enquanto os queijos 30%-TB se situaram no outro extremo,
com CM muito baixos (P<0,001) Entre os queijos testemunha e os 15%-TB ndo se
registaram diferengas significativas (P>0,001). Determinou-se um coeficiente de correlagdo
de -0,79 (P<0,001) entre 0 CM do queijo ¢ a concentra¢do de alcaldides no leite que o
originou, relagdo que ¢ traduzida pela equagdo y=31,05-1,76x. Neste tipo de queijo os
valores do CM tém ficado frequentemente aquém do minimo de 45% exigido pelo
regulamento do Queijo de Serpa. Também nenhum dos 38 queijos estudados por AMARAL
(1996) atingiu um CM de 45%. O valor atingido por estes queijos, com 40 a 55 dias de
maturagdo, foi de 25,90+4,35%. Também o Queijo de la Serena estudado por
GONZALEZ et al. (1991) cit. por AMARAL (1996) apresenta CM de 28,39% aos 45 dias
€ 29,52% aos 60 dias € o Queijo del Casar valores de 32,66% aos 45 dias e 34,08% aos 60
dias. Os valores encontrados por estes autores aproximam-se bastante dos valores
determinados neste trabalho para os queijos 0%-TB e para alguns dos queijos 15%-TB. O
CM dos queijos 0A também ¢ semelhante aos valores citados por MACEDO et al.(1993)
para o Queijo da Serra e que estdo compreendidos entre 32 e 56%, embora o autor ndo
refira o periodo de cura.

O CM de um queijo permite apreciar o grau de matura¢do que este atingiu durante o
processo de cura e ¢ definido pela percentagem de N solivel relativamente ao teor de N
total do queijo. Este parametro reflecte o nivel de degradacdo enzimatica, principalmente
de origem microbiana, sofrido pela coalhada, principalmente a caseina, durante a cura. Por
isso, todos os factores que afectem os microorganismos, a produgdo de enzimas e a
actividade enzimética podem influenciar de modo determinante o processo da maturagdo
(CHOISY et al., 1987). Aparentemente os alcaldides contidos no leite retardaram a
actividade da flora caseificante originando baixos CM. O valor deste pardmetro
determinado para os queijos com maximo teor de alcaléides €, inclusivamente, da mesma

ordem do encontrado em queijo fresco.
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Apesar de ao leite dos diferentes lotes de ovelhas se ter juntado quantidades
semelhantes de sal, verificou-se um aumento significativo (P<0,001) da concentragdio de
cloretos no queijo, 3 medida que aumentou a quantidade de tremocilha brava nas dietas dos
animais (Figura 5.8.). Assim, o valor deste pardmetro variou de 1,5 % nos queijos 0A a 4,5
% nos queijos 7A, sendo de 3,15, 3,00 ¢ 3,53 % nos queijos 1, 3 e 6A. A excepgdo do teor
dos queijos 7A, todos os outros sfio proximos dos 2-3% que sdo normalmente encontrados
neste tipo de queijo (CRUZ, 1948 e SA ef al. 1970). A maior quantidade de sal presente
nos queijos dos animais alimentados com a dose méxima de tremocilha poderia ter, assim,
simulado um possivel efeito inibidor dos alcaléides sobre a flora, e conduzir s6 por si ao
aparecimento de queijos nio maturados. Um excesso de sal no queijo prejudica o processo
de maturagfo visto que impede a actividade microbiana e as reacgdes enzimédticas a ela
associadas, ao indisponibilizar dgua livre para o desenvolvimento microbiano. Os fen6menos
de lip6lise e protedlise implicados na génese do gosto e aroma durante a maturagio sio
assim bloqueados e, em virtude disso, um queijo excessivamente salgado requer um maior
tempo de afinagem (HARDY, 1987; FURTADO, 1990). Porém, mesmo os relativamente
elevados valores de NaCl dos queijos 7A enquadram-se nos encontrados em  queijo de
Serpa por AMARAL (1996) e nos referidos na revisio efectuada por MACEDO et al.
(1993) para o queijo da Serra da Estrela. Também MAYORAL et al. (1991) cit. por
AMARAL (1996), determinou em Queijo de la Serena teores em NaCl méximos de
4,51%. No trabalho d¢ AMARAL (1996) nota-se ainda que queijos de Serpa com 4,3 e
4,7% de NaCl obtiveram altas classificagdes totais (16,32 a 17,26 pontos) e foram
aprovados pelo painel de provadores. Ainda de acordo com WEBER e RAMET (1987)
um teor de 5% de sal no queijo nfo afecta significativamente as principais populagdes
microbianas.

A maioria dos queijos provenientes dos animais alimentados com tremocilha
apresentaram baixo CM n#io obstante os seus normais teores em sal. Refira-se ainda, que
mesmo nos queijos em que se detectou maior concentrago em cloretos, o painel de

provadores nfio notou a existéncia de concentragdes excessivas de sal.
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Figura 5.8. Variagdo do teor em NaCl (%) de Queijo de Serpa elaborado a
partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides de tremocilha brava.
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Figura 5.9. Variagdo do teor em lupinina de Queijo de Serpa elaborado a partir de
leite com 5 concentragdes crescentes de alcaloides da tremocilha brava.
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A maior concentragdo de cloretos detectada nos queijos 7A pode estar associada a
uma deficiente acidificagfio do leite através da inibigdo da flora acidificante pelos alcaldides
da tremocilha. As enzimas responsaveis pela coagulagio, as cinerases do cardo, requerem
pH écido para actuarem (MACEDO et al., 1993) e o préprio 4cido lactico participa na
formagiio do codgulo favorecendo a expulsdo de humidade da coalhada e do sal
nela dissolvido.A acidificagdo influi de forma determinante na composigao quimica e nas
caracteristicas fisicas da coalhada. Por isso, tudo o que contribua para uma deficiente
sinérese devera ser susceptivel de contribuir para um enriquecimento da massa em sal. No
quadro 5.1. pode verificar-se que os queijos 7A sio dos que apresentam maiores teores em
HRQIMG.

Como seria de esperar n3o se detectaram vestigios de alcal6ides nos queijos 0%-TB.
Nos restantes, o tnico alcaléide detectado foi a lupinina. Nos queijos 15%-TB
encontraram-se 0,174 mg/Kg (1A) e 0,282 mg/Kg (3A) enquanto nos queijos 30%-TB os
teores subiram para 1,12 e 1,02 mg/Kg (6A e 7A, respectivamente) (Figura 5.9.). A relagdo
entre este parimetro e o teor em alcaléides no leite é definido pela equagdo y=166,29x-
32,83, sendo r=0,94 (P<0,001). A quantidade de alcaléides encontrada nos queijo 30%-TB
foi significativamente superior a dos queijos 15%-TB (P<0,001).

5.3.2. Caracteristicas microbiolégicas

As quantidades de microorganismos meséfilos totais, a flora maioritariamente
responsavel pelo processo de caseificagdio, dos queijos estudados apresentam-se na figura
5.10.. No anexo 5.10. s#o apresentados os valores encontrados, com a respectiva anilise de
varidncia. 86 o valor deste parAmetro encontrado nos queijos elaborados a partir do leite
com maior quantidade de alcaléides foi significativamente inferior ao dos restantes queijos
(P<0,05). Entre os valores médios destes ndo se encontraram diferengas significativas
(P>0,05). O coeficiente de correlagdo entre este parimetro e a concentragio de alcaldides
no leite nfio se revelou significativa para o nivel de probabilidade de 95%, mas entre os

logaritmos das u.f.c. de cada queijo € o teor em lupinina do leite determinou-se um r=0,514
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(P<0,05). A quantidade de unidades formadoras de colonias de meséfilos encontrada nos
queijos 7A foi 13 vezes inferior a dos queijos testemunha. A quantidade de mesofilos totais
detectada em todos os queijos, a excepgdo dos 7A, é bastante semelhante & encontrada em

Queijo de Serpa por AMARAL (1996) (7,41.108).
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Figura 5.10. Microorganismos mesofilos (108ufc.) de Queijo de Serpa elaborado a
partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da tremocilha brava.
EPM: 0A-1,01.108; 1A-0,8.108; 3A-0,58.108; 6A-1,63.108; 7A-0,44.108.

Também MAYORAL et al.(1991) e GONZALEZ et al.(1991) cits. por AMARAL
(1996) indicam os valores de 1,15.108 a 8,32.108 para o Queijo del Cazar e 1,41.108 para
Queijo de la Serena, respectivamente. No entanto os ultimos autores também observaram
para este queijo valores mais baixos - 0,15.108 - quando a cura foi mais prolongada e
atingiu 60 dias. Este valor aproxima-se j& do que foi encontrado nos queijos 7A, embora o
periodo de cura destes tenha sido mais curto. O baixo valor deste pardmetro nos queijos 7A
estd de acordo com o reduzido valor do CM também encontrado nestes queijos. Nos
queijos 6A, embora com um CM ainda mais baixo, registaram-se valores de meséfilos

normais, o que deve reflectir o facto de que para além dos meséfilos, também outros
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microorganismos participam na maturagfo do queijo (ADDA ef al., 1991) e que também
estes poderiam ter sido inibidos por aquela concentragiio de alcalbides. Segundo WINK
(1994) concentragdes de lupanina inferiores a 5 mM e de esparteina entre 0,5 ¢ 7 mM
inibem a actividade bacteriana in vitro. A concentracdo de alcaléides no leite das ovelhas
30%-TB atingiu um valor médio de 0,03 mM, enquanto nos queijos 7A este valor foi de
0,06 mM. Aparentemente os microorganismos do queijo parecem ser sensiveis a estas

baixas concentrages daqueles compostos.

5.3.3. Avaliaciio sensorial

Os resultados da apreciagdo organoléptica efectuada pelo Painel de Provadores do
Queijo de Serpa aos queijos produzidos a partir do leite dos trés grupos de ovelhas podem
observar-se no quadro 5.2.. Nos anexos 5.11. a 5.15. sdo apresentados os valores das
pontuagdes obtidas por cada queijo ¢ respectiva anglise de varincia. Exceptuando as dos
queijos 7A, as pontuagdes das crostas dos restantes queijos podem classificar-se como de
média qualidade (2,8 nos queijos 0A a 3,3 nos 1A e 3A), n3o diferindo significativamente
entre si (P>0,001). A crosta dos queijos 7A registou uma pontuagdo bastante inferior e
muito préxima de zero (P<0,001). Esta baixo valor deveu-se & sua cor muito branca e
quase despigmentada, semelhante 3 do queijo fresco (Figuras 5.11. e 5.12).

Os queijos 15%-TB revelaram a forma e consisténcia mais adequada, embora as dos
queijos 6A e 0A nfio tenham diferido significativamente dos 3A (Figura 5.13.) (P>0,001).
Os queijos 30%-TB foram os menos apreciados, com os 7A a registar a pontuacdo mais
baixa para este parametro (P<0,001). Este facto deveu-se fundamentalmente as arestas
salientes e consisténcia mais dura dos queijos 30%-TB, assemelhando-se bastante o seu
formato ao adoptado pela massa recém colocada nos cinchos. Os queijos testemunha foram
penalizados pela sua consisténcia dura. Estabeleceu-se um r=-0,58 (P<0,01) entre teor em
alcaléides no leite e classificagdo da forma e consisténcia e a equagdo de regressio obtida
foi: y=3,29-0,09.x.
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Quadro 5.2. Avaliacdo sensorial de Queijo de Serpa obtido a partir de leite sem
alcaloides de tremocilha brava (tratamento 0%-TB), com 1 e 3 mg/Kg (15%-TB) e
com 6 e 7 mg/Kg (30%-TB). Média e (EPM).

Alcal6ides(mg/K g leite)
Parametros 0 1 3 6 7 Signif.
n=8 n=2 n=4 n=4 n=2
Crosta 2,80 3,30 3,30 2,93 0,70 i

(0,09) (0,20) (0,14) (0,14) (0,00)

Forma 3,10 3,40 3,50 2,85 2,05 o
0,05) (0,000  (0,07)  (0,06)  (0,05)

Pasta 4,60 5,05 5,18 4,30 2,95 s
0,09 (0,05 0,03)  (0,07) (0,05

Sabor/Aroma 4,10 4,20 4,88 4,15 2,30 b
(0,10) (0,20) (0,09) (0,06) (0,60)

Classificagdo 14,60 15,95 16,83 14,20 8,05 bk
Final (0,13) (0,45) (0,16) (0,21) (0,05)
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Figura 5.11. Da esquerda para a direita: queijo 30% - TB, 15%-TB e 0%-TB.
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Figura 5.12. Classificag8io da crosta de Queijo de Serpa elaborado a partir de leite
com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da tremocilha brava.
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Figura 5.13. Classificagdo da forma e consisténcia de Queijo de Serpa elaborado
a partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da tremocilha brava.

Segundo as normas regulamentares os queijos 0%-TB, 15%-TB e 6A obtiveram uma
classificagio média para o pardmetro "textura e cor da pasta", tendo os queijos 3A
registado a pontuagdo maxima (Figura 5.14.). Os queijos 30%-TB foram os menos
pontuados, tendo os 7A registado de novo a menor classificagdo (P<0,001), o que se deveu
fundamentalmente a cor muito branca e incaracteristica da sua pasta. Registou-se um
coeficiente de correlagdo de r=-0,56 (P<0,01) entre a concentracéo de alcaldides no leite €
este pardmetro com a equagdo de regressdo linear y=4,88-0,13x.

Os queijos 15%-TB registaram a melhor pontuagdo no pardmetro "Sabor € Aroma"
(P<0,001). Os queijos 0A, 1A e 6A ndo apresentaram sabor € aroma significativamente
diferente (P>0,001). Mais uma vez os queijos 7A registaram a classificacio mais baixa
(P<0,001) devido a uma pronunciada falta de sabor, bastante proxima da insapidez (Figura
5.15.). Os queijos 0%-TB foram penalizados pelo sabor amargo € a rango que se

desenvolveu em alguns deles.
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Figura 5.14. Classificagdo da textura e cor da pasta de Queijo de Serpa elaborado
a partir de leite com 5 concentragdes crescentes de alcaldides da tremocilha brava.

Pontuagdo do Sabor e Aroma
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Figura 5.15. Classificagdo do sabor e aroma de Queijo de Serpa elaborado a partir
de leite com 5 concentracdes crescentes de alcaldides de tremocilha brava.
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Talvez empiricamente, FOURCAND (1992) desaconselha o emprego do leite de
cabras consumidoras de tremogos no fabrico de produtos lacteos pelo mau sabor que lhes
poderfo transmitir. Porém, no presente trabalho ndo se registou qualquer sabor amargo nos
queijos produzidos e que revelaram possuir quantidades consideraveis de lupinina. O nivel
médio de detec¢do no Homem para a esparteina é de 0,00085% , para a lupanina 0,0021%
e para a 13-hidroxilupanina 0,017% (WINK, 1994). O valor maximo de 0,001% de
lupinina encontrado nos queijos 30%-TB é superior ao citado para a esparteina, mas inferior
aos referidos para os outros alcaldides, o que faz supor que o limiar de detec¢do para a
lupinina, se deva aproximar mais dos registados na lupanina e 13-hidroxilupanina. A
excepcdo dos 7A, os queijos apreciados obtiveram uma classificagdo de 4 no pardmetro
sabor e aroma, conforme o exigido regulamentarmente.

Na classificagdo final dos queijos sobressai a pontuagdo muito baixa (8,05) obtida
pelos queijos 7A (P<0,001), seguidos dos queijos 6A e pelo queijos 0A (P<0,01). A
pontuagdo total destes diferiu significativamente da dos queijos 15%-TB (1A e 3A), para o
mesmo nivel de probabilidade. No entanto, neste pardmetro todos os queijos, excepto os
7A, seriam aprovados pelo painel de provadores pois a sua classificagdo final foi igual ou
superior a 14 (Figura 5.16.). Os queijos 30%-TB obtiveram a classifica¢do final mais baixa.
Registou-se um coeficiente de correlagdo de -0,50 (p<0,05) e a equagdio de regressdo
y=15,59-0,44x entre os valores da classificagfo final e a concentragdo de alcal6ides no leite.

Como ja foi referido, em alguns dos queijos 0OA foi notado pelos elementos do painel
um sabor excessivamente amargo e a rango. Enquanto o primeiro defeito se poderia
justificar pela actuag@o proteolitica de bactérias lacticas o segundo talvez esteja ligado a
actividade lipolitica de bactérias psicotrdfilas, particularmente Pseudomonas sp.
(RICHARD e AUCLAIR, 1987). As condi¢es de armazenamento a baixas temperaturas a
que se sujeitou o leite poderiam favorecer este tipo de acidentes (MOREIRA, 1986). Na
medida em que eles s6 se observaram nos queijos 0%-TB, talvez os alcaldides presentes no
leite e na massa dos restantes queijos tenham exercido uma acg¢do protectora contra esta

flora anormal, representada pelos microorganismos psicotrofilos. N&o seria ainda de excluir
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uma diferente composi¢éo lipidica do leite e a sua diferente sensibilidade a oxidagdo (LE
JAOUEN, 1987), talvez induzida pela relativamente elevada quantidade de bagacgo de soja

fornecida as ovelhas, que ndo se revelaria por isso o suplemento mais adequado para

utilizar na dieta testemunha.
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Figura 5.16. Classificagdo final de Queijo de Serpa elaborado a partir de leite com
5 concentragdes crescentes de alcaldides da tremocilha brava.

Excluindo os queijos 0%-TB, constata-se que houve um declinio dos pardmetros
sensoriais da qualidade dos queijos dos animais suplementados com 15 e 30% de tremocilha
brava. Poderia assim ser posta de parte alguma acgfio negativa sobre a qualidade do leite, a
que a conservagdo a baixas temperaturas poderia ter conduzido, como seria o caso da
oxidacdo ou a alteragdo dos equilibrios salinos. As condigdes de hermeticidade e
obscuridade em que o leite foi armazenado, bem como a rapidez com que foi congelado,
também contrariariam esta possibilidade.

No quadro 5.3. apresenta-se uma matriz de correlagdes entre os pardmetro quimicos,

microbiologicos e sensoriais dos queijos estudados. Verificou-se uma correlagéo
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significativa  (-0,72) entre a porcentagem de tremocilha na dieta e a classificagio
organoléptica dos queijos dos animais alimentados com 15 e 30% de tremocilha brava. Se
os valores das ovelhas 0%-TB forem incluidos obtem-se um valor de r ndo significativo, o
que se deve muito provavelmente as razdes j4 atras referidas. A ingestio de tremocitha
teria igualmente afectado de uma maneira negativa, e altamente significativa, 0 CM dos
queijos, o qual traduz a intensidade da actividade microbiana proteolitica, € o teorem PB
do meio. De notar a complementariedade entre este parimetro e a MGRS, que apresentam
coeficientes de correlagdio semelhantes mas simétricos, o que est4 muito possivelmente
ligado a uma inibigdo da acidificagio com perda de caseina durante o dessoramento e o
concomitante aumento da gordura no coagulo. E igualmente relevante a correlacdio positiva
entre a ingestdo de tremocilha ¢ a riqueza do queijo em lupinina. Manifestaram-se
correlagdes positivas muito significativas entre as unidades formadoras de col6nias de
meso6filos detectadas nas pastas e as caracteristicas sensoriais estudadas, e, por outro lado,
uma correlagio negativa existente entre a concentragfio de lupinina no leite € o log(u.fc.).
Do mesmo modo, revelaram-se significativas e negativas as correlagdes entre os pardmetros
organolépticos e a concentragdo de lupinina no leite, ¢ de uma maneira superior as
correlagdes entre aqueles pardmetros e os teores em alcaléides totais, o que revela uma
maior influéncia da lupinina sobre a qualidade do queijo. As quantidades deste alcaléide no
queijo revelaram-se menos relacionadas com os pardmetros sensoriais do que as
concentragbes no leite, o que parece apontar para um papel inibidor mais decisivo da
lupinina durante o processo inicial da acidificagfio, concordante com a forte reducdo da
proteina bruta nos queijos 15%-TB e 30%-TB. No que se refere ao teor dos queijos em
sal, os valores obtidos apontam para uma forte correlagdo entre aquele teor € a quantidade
de alcal6ides existentes no leite (0,886) particularmente a lupinina (0,91). Por outro lado, os
valores dos teores em sal no queijo ndo estéio correlacionados significativamente com a
pontuacfo total nem com a concentragio microbiana da massa, contrariamente ao que
sucede com a quantidade de alcaloides no leite, cuja correlagio negativa com os valores

daqueles pardmetros ¢ significativa.
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Quadro 5.3. Matriz de correlacdes entre

sensoriais dos queijos estudados.

os parimetros quimicos, microbiolégicos e

CORRELACOES
VARIAVEIS HRQIMG MGRRS (%) PB (%) ™ NaCl(%)
(O]
MGRRS (%) 0,518%* — — — —
PB(%) -0,611%* 0,682¢4+ — —_ —_
M 0241 0,540* 0379 - —
NaCl (%) 0,480* 0,795%+* 075344+ 0,72304+ —
Alcaléides no Leite 0,203 0,675%+ 0,697+++ 20,7914+ 0,886%+
(mgKg)
Lupinina no Leite 0,260 0,771%++ 0,737++* 0,757ee 09104+
(mg/Kg))
Lupinina no Queijo 0,106 0,605%* 0,590%* 20,8274+ 0,814%0e
(pg/1008)
Mesofilos (uft) -0,185 -0,480* 0217 0,100 -0,090
Log (uft) 0,136 0,701 +++ 0374 0230 0419
Sabor /Aroma 0,038 0,621** 0314 0207 0,395
Crosta 0,002 -0,645%¢ 0,388 0,196 0,356
Forma 0,108 0,509%+ 0355 0418 0420
Pasta 0,117 -0,598+* 0,359 0,384 0,442
Pontuagio Total 0,047 0,659** 0,360 0,294 0,437
Ingestio de 0,359 0,6914++ -0,781%%4 20,8550 09274+
TB (%)
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Quadro 5.3. Matriz de correla¢des entre os parimetros quimicos, microbiolégicos
e sensoriais dos queijos estudados (continuacio).

CORRELACOES
VARIAVEIS Alcaléidesno Leite | ILupinina no Leite Lupinina no Queijo Mesofilos Mesdfilos
(mgKg) (mgKg) ek (ufe) (logufc)
MGRRS (%) - —_ — —_ —
PB (%) — — — —_— —
M —_ — —_— — —
NaCl (%) — —_ — —_ —
Alcaléides no Leite — — — — —
(mgKg)
Lupinina no Leite 0,985%0* —_ — - —
(mg/Kg))
Lupinina no Queijo 0,940+ 0912%** — — —
(ug/100g)

Mes6filos (ufc) 0,125 0248 0,020 — —
_Log (ufc) 0,383 -0,514* 0292 0,853%%* —
Sabor /Aroma 0,381 0,505* 0,366 0,622** 0,521*

Crosta 0,420 0,543¢ 0393 0,678** 0,624**
Forma 0,575** 0,655%* 0,584%* 0,568** 0,570+
Pasta 0,563** 0,651** 0,557* 0,625** 0,591%*

Pontuacso Total -0,502* -0,613** -0,490* 0,603** 0,808%**

Ingestio de 0,966%** 09464+ 0926%** 0063 0,037
TB (%)
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Quadro 5.3. Matriz de correlacbes entre os parimetros quimicos,
microbiolégicos e sensoriais dos queijos estudados (continuagéio)

CORRELACOES

VARIAVEIS Sabor Crosta Forma Pasta Pontuago Total Pontuagio

Total®

MGRRS (%) — — —_ — — —

PB (%) — — — — _— —

™ — — — — — —

NaCl (%) - — e —_ — —_

Alcaléides no Leite —_— — —_— —_ — _

(mg/Kg)

Lupinina no Leite — —_ — - — —

(mg’Ke))

Lupinina no Queijo - —_ — f— — —

(1g/100g)

Mesbfilos (uft) — — — — — —

Log (ufc) — -— — — — —

Sabor /Aroma —_ — — —_ — —

Crosta 0,853** — — — — —

Forma 0,854*** 0,898** — — — —

Pasta 0,901*++¢ 0,893%+* 0,957+++ — e —

Pontuacio Total 0,947%** 0,948*** 0,953++* 0,953*** — —

Ingestéio de -0,295 -0,289 -0,458* 0,442 -0,382 <0,723**

TB (%)

@ Excepto o tratamento 0%-TB.
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5.4. Conclusdes

Entre as ovelhas que ingeriram tremocilha brava registou-se um decréscimo
significativo das qualidades sensoriais dos queijos, directamente proporcional as
quantidade de semente ingeridas (15 ou 30% ).

Alguns dos queijos que se obtiveram das ovelhas suplementadas com bagaco de
soja desenvolveram caracteristicas sensoriais anormais, embora ndo suficientes para a
sua desclassificacdo. Os mais elevados coeficientes de maturagio destes queijos estdo
altamente correlacionados com a auséncia de alcal6ides.

O consumo de tremocilha brava por ovelhas Serra da Estrela provocou um efeito
depressor altamente significativo sobre o grau de maturagdo do queijo, inversamente
proporcional & quantidade de semente ingerida.

Os maiores niveis de alcaldides no leite, que ocorreram nos animais que foram
suplementados com 30% de tremocilha, originaram queijos com niveis anormalmente
baixos de microorganismos caseificantes. Os menores coeficientes de maturagio
registados nestes queijos devem estar muito provavelmente associados a esta depressdo
da flora responsdvel pela acidificagdo do leite e pela produgdo da maior parte das
enzimas que operam a cura do queijo.

Ao valor de 7 mg de alcal6ides (ou 6 mg de lupinina) / Kg de leite, dos animais
alimentados com a dose maxima de tremocilha, correspondeu uma queda brusca no valor
organoléptico do queijo. Aqueles valores parecem equivaler assim a um limiar a partir
do qual a qualidade do queijo seria significativamente afectada.

A acentuada descida na concentrag@o de PB e a significativa subida da MGRS nos
queijos das ovelhas alimentadas com tremocilha, deverdo resultar de um atraso na
acidific¢do destas coathadas com perda de caseina na massa e um complementar aumento
dos lipidos.

Apesar do teor em sal dos queijos estudados se situar dentro dos limites
encontrados na bibliografia para o Queijo de Serpa e outros de fabrico similar, ndo é de

excluir uma influéncia dos alcaléides na retengdo de cloretos na massa do queijo. Um
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excesso de sal pode retardar a maturagdo do queijo, confundindo-se o seu efeito
antibi6tico com uma possivel ac¢fio da mesma natureza dos proprios alcaléides. Esta
acumulagdo de cloretos nos queijos provenientes das ovelhas suplementadas com

tremocilha brava deveria, por isso, ser estudada mais minuciosamente.

162



6. Conclusdes gerais

Nas nossas condigdes de sequeiro com solos pobres, acidos e de textura grosseira, a
tremocilha brava assume grande importincia para as componentes arboreas, arvenses e
animais dos sistemas de produgfio agro-pecudria. Enriquece o solo em matéria organica e
azoto, fornece elevadas quantidades de PB ¢ EM aos ruminantes e, tendo em conta 0s
solos, muitas das vezes esqueléticos, em que vegeta, necessita de poucos cuidados culturais
dado ser uma planta autéctone de elevada rusticidade. Os alcaléides produzidos pelo seu
metabolismo secundério, longe de constituirem um defeito nestes sistemas de produgfo,
protegem a planta de pragas e da fauna selvagem, actuando como um insecticida natural e
enquadrando este cultivo numa agricultura que se pretende cada vez mais respeitadora do
ambiente.

Apesar de estarem ja estudadas e confirmadas as propriedades anti-microbianas de
alguns alcaldides de outras espécies de Lupinus, encontrou-se na bibliografia uma grande
escassez de trabalhos acerca dos efeitos dos alcal6ides da tremocilha brava, quer sobre os
microorganismos do rumen, quer sobre a flora da caseificagdo. No que respeita a este
segundo aspecto, quando a ordenha se prolonga até Maio ou Junho o agostadouro de
tremocilha brava pode ajudar o criador a obviar a falta de pastagens, a um baixo custo,
tendo em conta que a 4rea de dispersdo desta leguminosa no Alentejo coincide com as
principais zonas de produgdo de queijo.

Numa primeira fase do trabalho efectuado, verificou-se que a digestibilidade e a
ingestdo de dietas, em que a tremocilha brava se usou como suplemento, nfio diferiram
significativamente das de outras dietas isoazotadas, € em que se utilizou como suplemento
bagaco de soja ou tremogo doce vuigar. Tdo-pouco se verificou qualquer diferenca entre a
digestibilidade de cada um destes suplementos. Contrariamente a0 que sucede com 0s
cereais, elevadas ingestdes de tremoceiros ndo contribuiriam para um declinio da
digestibilidade da fibra, um dos principais componentes da alimentacdo animal em condigdes

de sequeiro.
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Registou-se uma tendéncia para uma menor ingestdo das dietas com tremocilha,
embora estatisticamente nfio significativa, € que poderia estar ligada a um efeito inibidor
dos seus alcaldides sobre a actividade microbiana ruminal. O estudo in vitro efectuado
demonstrou que a esparteina inibe a actividade microbiana ruminal, mas em concentragdes
que dificilmente deverdio ocorrer em condigdes de campo. Com efeito, nfo se observou
qualquer inibigio da actividade microbiana quanto se utilizou, num estudo semelhante,
tremocilha brava como substracto.

Pretendeu-se igualmente clarificar o destino dos alcalbides da tremocilha brava em
meio ruminal, dada a sua aparente inocuidade para a flora. Apenas o unico alcaléide ndo
quinolizidinico presente nesta leguminosa, a gramina, parece  sofrer uma forte
metabolizagio pelos microorganismos do rimen. A sua diferente estrutura quimica podera
contribuir para esta maior vulnerabilidade. Verificou-se que a concentragfio de esparteina
também diminuiu durante o processo fermentativo, embora de uma maneira menos
expressiva, e que os niveis de lupanina sofreram um acréscimo. Este facto, ja registado por
outros autores, parece indicar que ocorre uma transformacfo de outro alcaldide, talvez a
esparteina, em lupanina. A lupinina, o alcaléide predominante na tremocilha brava utilizada,
revelou grande estabilidade face a actividade da flora ruminal in vitro.

No estudo seguinte, em que se administrou a ovelhas Serra da Estrela quantidades
crescentes de tremocilha na raggo, pode considerar-se que se obteve uma confirmacéo dos
resultados obtidos nos trabalhos in vivo e in vitro anteriormente referidos. Registou-se uma
tendéncia, embora niio significativa, para um decréscimo na produgio de leite e ingestéio de
alimento nos animais suplementados com tremocilha, face a um suplemento testemunha
constituido por bagago de soja. O baixo nivel produtivo dos animais poderia ter impedido
uma manifestagiio mais explicita de possiveis diferengas provocadas pelos tratamentos. A
suplementagdo com bagago de soja ou com 15 ou 30% de tremocilha ndo afectou
significativamente a composi¢o quimica do leite, excepto no que respeita ao seu teor em
alcaldides. Encontraram-se alcaléides no leite de todos os animais suplementados com

tremocilha, predominantemente lupinina, seguida de quantidades bastante inferiores de
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lupanina e esparteina. A auséncia de gramina no leite confirma os resultados do estudo in
vitro, que apontam para a sua metabolizagdo pela flora ruminal. As quantidades de lupinina
e lupanina encontradas no leite confirmam igualmente os estudos anteriores e que sugeriam
serem moléculas bastante estdveis no rimen. A presenca de quantidades vestigiais de
esparteina, no leite, também esta de acordo com os resultados do estudo in vitro.

O leite obtido foi utilizado na produgsio de queijo seguindo a tecnologia do Queijo de
Serpa. Os resultados das anlises quimicas, microbiolégicas e sensoriais efectuadas aos
queijos, permitem supor que dietas em que a quantidade de tremocilha ingerida pelas
ovelhas ultrapasse 15 a 30% da MS total, deverfio originar acidentes na elaboragio do
queijo, mediante a inibigio da flora caseificante pelos alcaléides presentes no meio. Também
ndo € de excluir uma relagfio directa entre estas substéncias e uma maior retengéo de sal no
queijo. Esta relagio deveria ser estudada mais pormenorizadamente.

A congelagdo a que se submeteu o leite de ovelha antes de ir para queijaria, poderia
ter afectado os equilibrios salinos e a estrutura das caseinas e mesmo ter influenciado a flora
nele existente e com repercussio no processo de caseificagfo. Por tudo isto, talvez fosse
conveniente aprofundar este estudo recorrendo a uma metodologia que encurtasse o tempo
decorrido entre a ordenha e a elaboragfio do leite, evitando a sua congelacgo, tal como
geralmente se passa em condigdes de campo.

O presente estudo também poderia ser comparado com outros similares em que se
utilizasse a giesta (Cytisus scoparius L.), uma leguminosa arbustiva dos nossos solos pobres
e acidos, com altos niveis de espartefna e, em menores quantidades, D-lupanina e
hidroxilupanina. Embora empiricamente, suspeita-se que o leite das cabras que consomem
giestas fica improprio para o fabrico de queijo, pelo que convinha averiguar se estes
alcaléides quinolizidinicos estariam de facto implicados neste fenémeno.

Sabe-se que a alimentagdo de pequenos ruminantes com pastagens monoespecificas
retira qualidades sapidas e arométicas ao leite e também ao queijo. Por outro lado ha
espécies vegetais cujo consumo afecta negativamente o queijo. Assim, deveriam ser levados

a cabo estudos que evidenciassem a contribuigio positiva ou negativa das diversas espécies
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danossa flora silvestre para a qualidade dos queijos regionais, uma das grandes riquezas do

nosso mundo rural e da nossa cultura.
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Anexo 1.1. Digestibilidade da MO observada em cada periodo experimental para as 4 dietas e

respectiva analise de varifincia e significincia.

Perfodo Suplementos
B. de Soja Tremocilha Tremogo T.F.E.
1 70,92 72,74 7324 75,55
2 69,69 70,12 72,09 78,27
3 70,35 72,89 76,21 79,20
4 71,17 72,16 75,13 77,09
Média 70,53 71,98 74,17 71,53
EPM 0,29 0,55 0,80 0,68
da Vani G.L. Soma dos Médios F
Carneiros 3 339 1,13 0,66
Periodos 3 10,23 341 1,99 ns
Dietas 3 111,11 37,04 21,57+
Erro 6 10,30 1,72
Total 15 135,00
cv=1,78 %. ns= nfio significativo, ** = P< 0,01
Anexo 1.2. Digestibilidade da PB observada em cada periodo experimental para as 4 dietas e
respectiva andlise de varidncia e significincia.
Periodo Suplementos
B. de Soja Tremocilha Tremoco T.F.E.
1 76,06 7723 77,16 75,30
2 73,54 69,49 77,43 80,19
3 74,44 74,74 79,45 80.24
4 77,33 77,33 78,58 77,72
Média 75,34 74,27 78,16 78,36
EPM 0,73 1,45 0,46 1,02
Origem da V: G. L. Soma dos- Médios F
Camneiros 3 2341 7,80 1,74 ns
Periodos 3 11,84 3,95 0,88 ns
Dietas 3 50,11 16,70 3,72*
Erro 6 26,94 4,49
Total 15 112,30
=2,77%. ns= niio significativo, * = P< 0,05
Anexo 1.3. Digestibilidade do NDF observada em cada periodo experimental para as 4 dietas e
respectiva andlise de variincia e significincia.
Periodo Supiementos
B. de Soja Tremocilha Tremoco T.F.E.
1 65,37 70,44 67,29 6828
2 64,84 69,50 62,64 71,99
3 62,39 67,96 74,01 78,24
4 66,81 69,55 69,85 76,60
Média 64,85 69,36 68,45 73,78
EPM 0,80 0,45 2,06 1,96
Origem da Vari G.L. Soma dos ] Meédios F
Cameiros 3 34,16 11,39 1,00 ns
Periodos 3 39,98 13,33 1,17ns
Dietas 3 161,70 53,89 472 ns
Ermo 6 63,48 11,41
Total 15 304,30

cv=4,89%. ns= niio significativo, * = P< 0,05
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Anexo 1.4. Digestibilidade do ADF observada em cada periodo experimental para as 4 dietas ¢

respectiva andlise de variincia ¢ significincia.

Periodo Suplementos
B. de Soja Tremocitha Tremoco T.F.E.

1 61,32 67,61 70,16 68,39
2 59,22 66,18 62,97 72,10
3 61,90 65,11 74,59 79,26
4 61,38 66,62 70,54 71,72
Média 60,96 66,38 69,57 74,37
EPM 0,51 0,45 2,09 2,18

Origem da Variaclio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Carneiros 3 21,91 7,30 0,63 ns
Perfodos 3 61,97 20,66 1,78 ns
Dietas 3 380,50 126,82 10,92 **
Erro 6 69,66 11,61
Total 15 534,00

¢v=5,02 %. ns= nlio significativo, ** = P< 0,01

Anexo 1.5, Ingestio média de MS (ngo’75 ) observada em cada perfodo experimental para as 4

dietas estudadas e respectiva anilise de variéincia e significincia.

Periodo Tratamentos

B. de Soja Tremocitha Tremogo Trem. F.E.
1 49,48 30,70 45,45 36,94
2 40,47 34,18 42,86 53,15
3 39,79 46,93 35,98 40,87
4 37,87 39,12 35,72 38,20
Média 41,90 37,73 40,00 4229
EPM 2,24 3,05 2,13 3,21

Ojﬂa Variacio G.delL. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Cameiros 3 269,50 89,34 3,67 ns
Perfodos 3 50,19 16,73 0,68 ns
Dietas 3 52,31 17,44 0,71 ns
Erro 6 146,70 24,46
Total 15 518,18
¢v=12,22%. ns= niio significativo.
Anexo 1.6. N ingerido (g/animal/dia) em cada periodo experimental para cada uma das dieta e
respectivas anslises de variAncia e significincia.

Perfodo Suplementos _

B. de Soja Tremocilha Tremoco T.F.E.
1 31,38 18,13 28,43 24,44
2 22,80 23,99 29,23 34,53
3 24,49 27,61 18,42 24,51
4 24 .44 27,11 24,62 21,18
Média 25,78 2421 25,17 26,16
EPM 1,65 1,89 2,14 2,51

Origemda Variagho _ G.L.  Soma dos Quadrados___ Quadrados Médios F

Cameiros 3 188,21 62,74 744 *
Periodos 3 35,45 11,82 1,40 ns
Dietas 3 8,72 2,91 0,34 ns
Ermro 6 50,59 8,43
Total 15 282,97

cv=11,46 %. ns= nfio significativo, * = P< 0,05
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Anexo 1.7, Nfecal(g/animania)emcadapeﬁodoexperhnenmlpamcadaumadasdietase
respectivas analises de varifncia e significincia.

Periodo Suplementos . )

B. de Soja Tremocilha Tremoco ] T.F.E.
1 7,51 4,13 6,49 6,04
2 6,03 132 6,60 6,84
3 6,26 6,97 3,79 4,34
4 5,54 6,61 527 4,72
Média 6,34 6,26 - 5,54 ’ 5,61
‘EPM 0,36 0,63 0,57 0,44

da Vari G. L. Soma dos Quadrados Médios . F

Carneiros 3 8,71 2,90 428+
Periodos 3 3,89 1,30 191 ns
Dictas 3 2,11 0,70 1,04 ns
Erro 6 4,07 0,68
Total 15 18,79

cv=13,88 %. ns= nio significativo, * = P< 0,05

Anexo 1.8. Nuﬁnﬁﬁo(ymimwdia)emeadapaiodonperimennlpuacadaumammmse
respectivas andlises de varidncia e significincia.

Periodo Suplementos

B. de Soja Tremocilha _ Tremoco T.F.E.
1 1824 11,15 18,99 18,49
2 16,05 17,06 21,57 22,40
3 16,29 17,62 13,68 20,77
4 18,71 20,26 18,33 14,29
Média 17,32 16,52 18,14 18,97
EPM 0,58 1,66 1,42 1,52

Origem da Vari G.L. Soma dos Médios F

Carneiros 3 98,32 32,77 34,66 ***
Periodos 3 15,33 511 540*
Dietas 3 13,48 4,49 4,75ns
Erro 6 5,68 0,95
Total 15 132,81

cv=5.49 %. ns= ndo significativo, * = P< 0,05; *** = P<0,001.

Anexo 1.9. Nreﬁdo(g/animania)emea(hpaiodoexpaimeumlpmamdaumadasdiemse
rwpectivnsanﬂiwdevariﬁnciaesigniﬁdmia.

Periodo Suplementos .

B. de Soja Tremocilha Tremogo T.F.E.
1 5,63 2,85 294 -0,09
2 0,72 0,39 1,06 529
3 1,94 3,02 0,95 -1,10
4 0,19 0,23 1,02 2,17
Média ) 2,12 1,43 149 1,57
EPM ) 1,06 0,76 0,42 1,23

Origem da Vari G.L. Soma dos Médios F

Cameiros 3 10,24 3,41 0,58 ***
Periodos 3 8,64 2,88 0,49*
Dietas 3 1,22 0,41 0,07ns
Erro 6 35,36 5,89
Total 15 55,46

cv=147,09 %. ns= nfio significativo, * = P< 0,05; *** = P<0,001.
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Anexo 1.10. Digestibilidade da MO dos suplementos observada em cada uma das 4 dietase
respectivas andlises de varidncia e significincia.

Periodo Suplementos
B. de Soja Tremociltha Tremoco T.FE.

1 100,00 100,00 95,11 93,19
2 99,76 94,08 90,95 99,03
3 100,00 100,00 100,00 100,00
4 100,00 100,00 99,68 100,00
Média 99,94 98,52 96,44 98,06
EPM 0,05 1,28 1,86 1,42

Origem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Carneiros 3 21,95 7,32 1,05ns
Periodos 3 49,99 16,66 240ns
Dietas 3 25,04 8,35 1,20 ns
Emro 6 41,65 6,94
Total 15 138,64

cv= 2,68 %. ns= nfio significativo.

Anexo 1.11. Digestibilidade da PB dos suplementos observada em cada uma das 4 dietas e
respectivas andlises de varidncia e significincia.

Periodo Suplementos
B. de Soja Tremocilha Tremocgo T.F.E.

1 91,85 97,03 89,92 85,86
2 87,52 80,21 91,32 92,82
3 86,03 84,79 90,00 88,52
4 91,37 88,88 91,23 89,72
Média 89,19 87,73 90,62 89,23
EPM 1,24 3,09 0,33 1,25

Origem da Variaclo G.L. Soma dos gu&dos Quadrados Médios F
Camneiros 3 63,97 21,32 1,28 ns
Petiodos 3 40,27 13,42 0,80 ns
Dietas 3 16,71 5,57 0,33ns
Erro 6 100,10 16,68
Total 15 221,05

cv= 4,58 %. ns= nilo significativo.

Anexo 1.12. Digestibilidade da NDF dos suplementos observada em cada uma das 4 dietas e
respectivas andlises de varifincia ¢ significincia.

Periodo Suplementos

B. dﬁ)j_L Tremocilha Tremoco T.F.E.
1 75,71 100,00 83,32 79,17
2 67,13 97,03 52,35 92,44
3 32,55 8593 100,00 100,00
4 100,00 95,26 97,30 100,00
Média 68,85 94,56 83,24 92,90
EPM 12,09 2,63 9,46 425
_Origem da Variagio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Camneiros 3 659,13 21971 0,53 ns
Periodos 3 1048,05 349,35 0,85 ns
Dietas 3 1670,75 556,92 1,36 ns
Ermro 6 2463,84 410,64
Total 15 5841,77

cv= 23,87 %. ns= nflo significativo.
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Anexo 1.13. Digestibilidade da ADF dos suplementos observada em cada uma das 4 dietas e
respectivas anAlises de varincia e significincia.

Periodo Suplementos
B. de Soja Tremocilha Tremoco T.F.E.
1 9428 100,00 100,00 89,09
2 59,15 97,44 75,34 98,53
3 100,00 91,00 100,00 100,00
4 100,00 97,67 100,00 100,00
Média 88,36 96,53 93,84 96,91
EPM 8,51 1,67 5,34 228
Origem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
- Carneiros 3 163,29 54,43 0,37ns
Periodos 3 705,56 235,19 1,61 ns
Dietas 3 186,63 62,21 0,43 ns
Erro 6 874,11 145,69
Total 15 1929,59

cv= 12,85 %. ns= nfio significativo.

Anexo 2.1. Produgio de gds (ml) in vitro por microorganismos do ramen submetidos a 6 concentracdes crescentes
demmhmapés6homdeﬁrmmm¢m.erwpwﬁvumﬂiswdevaﬁﬁnchesigniﬁeém.

Periodo Esparteina (mM)

0 1 2 3 4 5
1 380 320 333 288 268 220
2 103 110 98 90 30 638
3 105 110 100 85 83 80
4 128 95 90 88 58 68
Média 179 159 155 138 122 ' 109
EPM 58 47 51 43 42 32

Origem da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados guadmdos Médios F

Periodos 3 199400,70 66466,89 138,70 ***
Concentracdes 5 13222,33 264447 552*
Erro 15 7188,33 479,22
Total 23 219811,30

ov=15,23%. *= P<0,05; P<0,001.

Anexo 2.2. Produgiio de gés (ml) in vitro por microorganismos do rGmen, submetidos a 6 concentragdes crescentes
de mmm&apésumafamm.emwﬁvasanﬂisesdevariﬁnchesigniﬁdnch.

Periodo Esparteina (mM)

0 1 2 3 4 5
1 485 450 453 445 438 420
2 423 385 368 388 385 375
3 293 380 350 308 293 265
4 500 460 463 423 398 373
Média 427 319 209 391 379 358
EPM 42 18 25 26 27 29
Origem da Variagio__ Graus do Liberdade __ Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 66823,79 22274,60 29,00 ++*
Concentragdes 5 13600,71 2720,14 3,54 ¢
Erro 15 11522,46 768,16
Total 23 91946.96

cv=6,98 %. * = P< 0,05; ***=P< 0,001.
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Anexo 2.3. Produglio de gés (ml) in vitro por microorganismos do rimen, submetidos a 6 concentragles crescentes
de esparteina, apés 24 horas de fermentacfio ¢ respectivas andlises de varidncia e significincia.

Perfodo Esparteina (mM)

0 1 2 3 4 5
1 573 552 552 537 532 535
2 560 550 535 555 548 543
3 615 610 600 555 588 588
4 663 630 623 633 625 603
Média 603 536 578 570 573 567
EPM 20 18 18 19 18 14

da Vari Graus de Liberdade Soma dos uadrados Médios F

Perfodos 3 28208,46 9402,82 59,77 +++
Concentragdes 5 3439,38 687,88 437+
Erro 15 2359,79 157,32
Total 23 34007,63

cv=2,16 %. *=P<0,05; ***=P<0,001.

Anexo 2.4, Valores do pH do suco ruminal incubado in vitro e submetidoa 6 concentragbes crescentes de
esparteina, no infcio da fermentagfio e respectivas analises de variincia e significincia.

Perfodo Esparteina (mM)

0 1 2 3 4 S
1 7,00 7,08 7,10 7,13 7,18 7,20
2 7,48 7,48 7,50 . 7,50 71,55 7,60
3 723 7,28 7.33 7,33 1,35 1,35
4 7,40 741 7.38 7.42 7,42 7,26
Média 7,28 7,31 733 71,35 7.38 71,35
EPM 0,09 0,08 0,07 0,07 0,07 0,08

Origem da Variaclio Graus de Liberdade Soma dos Médios F

Perfodos 3 0,51 0,17 57,01 ***
Concentracles 5 0,02 0,005 1,56 ns
Erro 15 0,04 0,003
Total 23 0,58

cv = 0,75 %. ns = nflo significativo; ***= P< 0,001.

Anexo 2.5, Valores do pH do suco ruminal incubado in vitro e submetido a 6 concentragdes crescentes de esparteina,
apés 6 horas de fermentaglio. e respectivas andlises de variéncia e significincia.

Periodo Espartefna_(mM)
0 1 2 3 2 5

1 6,30 6,40 6,38 6,68 6,65 6,80
2 7,05 7,10 7,00 7,10 7,10 7,08
3 7,00 7,05 7,00 7,05 6,95 7,13
4 7,10 7,18 722 7,36 7.28 7,80
Média 6,86 6,93 6,90 7,05 7,00 7,20
EPM 0,16 0,16 0,16 0,12 0,12 0,18
Origem da Variagho ___ Graus de Liberdade __ Soma dos Quadrados _ Quadrados Médios F
Periodos 3 1,96 0,65 31,50 ***
ConcentragBes 5 0,30 0,06 387+
Erro 15 0.24 0,02
Total 23 2,50

cv=181%. * = P<0,05; ***=P< 0,001.
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Anexo 2.6. Valores do pH do suco ruminai incubado in vitro e submetido a 6 concentragdes crescentes de espartefna,
apos 12 horas de fermentacdio e respectivas anslises de varidncia e significincia.

" Periodo Esparteina (mM)

0 1 2 3 4 5
1 5,80 5,80 5385 5,85 5,90 595
2 6,05 6,35 6,38 6,25 6,38 6,38
3 6,85 6,70 6,75 6,80 6,95 6,90
4 5,99 6,08 6,04 6,38 6,41 6,36
Média 6,17 6,23 6,26 6,32 6,41 6,40
EPM ) 0,20 0,17 0,17 0,17 0,19 0,17

Origem da Vﬂﬂ Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Qundr__a__dos Médios F

Periodos 3 2,87 ' 0,96 93,36 ***
Concentragbes 5 0,18 0,04 3,50*
Erro 15 0,15 0,01
Total 23 321

cv = 1,59 %. *=P<0,05; ***=P<0,001.

Anexo 2.7. Valores do pH do suco ruminal incubado in vitro ¢ submetido a 6 concentragdes crescentes de esparteina,
apés24horasdefummﬂ¢io.erspecﬁvasanﬂisadevuiﬁnchesigtﬁﬁeﬁmh.

Periodo ' Esparteina (mM)
0 1 2 3 4 5
1 5,65 5,65 5,65 5,68 5,70 5,65
2 545 5,55 5.55 5,53 5,60 5,63
3 5,50 548 5,50 5,50 548 5,50
4 5,58 5,66 5,62 5,68 5,72 5,58
Média 5,55 5,59 5,58 5,60 5,63 5,59
EPM 0,04 0,04 0,03 0,04 0,05 0,03
Origem da Vari Graus de Liberdade Soma dos Médios F

Periodos 3 0,11 0,04 22,73 #**
Concentrac3es 5 0,01 0,003 1,65ns
Erro 15 0,02 0,002

Total 23 0,15

cv=0,80 %. ns = nio significativo; ***= P< 0,001.

Anexo 2.8. ValmdoN-N'H3 1o suco ruminal incubado in vitro ¢ submetidoa 6 concentracdes crescentes de
esparteina, no iniciodaﬁrmmwio.erwpectivuanﬂis&devnﬁﬂmiaesigniﬁdncia.

Perfodo Esparteina_(mM)
0 1 2 3 4 5
1 5L,19 58,64 54,91 47,03 50,27 55,39
2 59,27 60,51 58,65 60,04 58,17 5725
3 58,42 62,97 63,29 62,13 62,18 63,30
4 42,35 45,38 49,10 43,07 41,67 43,52
Média 52,88 56,88 56,49 53,07 53,07 54,87
EPM 344 3,41 2,60 4,09 3,93 3,54
Origem da Vari GraQus de Liberdade Soma dos Meédios F
Periodos 3 1119,11 373,04 67,04 5+
Concentragdes 5 65,68 13,14 2,36 ns
Erro 15 83,47 5,56
Total 23 1268,26

cv=432 % ns= nio significativo; ***=P< 0,001.
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Anexo 2.9. Valores do N-NHj3 no suco ruminal incubado in vitro e submetido a 6 concentragdes crescentes de
esparteina, apds 6 horas de fermentagao e respectivas anélises de varidncia e significincia.

Perfodo Espartefna (mM)

0 1 2 3 4 5
1 35,39 32,58 33,04 37,94 39,58 42,12
2 55,39 6123 61,45 56,32 53,98 58,64
3 5391 53,98 61,43 57,25 58,39 59,10
4 40.30 32,35 40,40 38.54 33,25 3421
Média 46,25 45,04 49,08 47,51 46,30 48,52
EPM 4,30 6,41 6,32 4,64 5,13 5,36

Origem da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Periodos 3 2633,73 877,91 71,74 o+
Concentrages 5 46,92 9,38 0,77 ns
Erro 15 183,55 12,24
Total 23 2864,19

cv =742 %. ns = nflo significativo; ***= P< 0,001.

Anexo 2.10. Valores do N-NH; no suco ruminal incubado in vitro e submetido a 6 concentragBes crescentes de
esparteina apés 12 horas de fermentaclo. e respectivas andlises de varifncia ¢ significincia.

Periodo Esparteina_(mM)
0 1 2 3 4 b
1 25,13 28,85 24,66 27,90 28,85 28,62
2 40,02 45,47 45,16 42,35 43,74 4437
3 45,84 47,00 49,49 49,30 51,20 52,08
4 25,60 26,53 24,65 28,62 27,93 26,77
Média 34,15 36.96 35,99 37,04 37,93 37,96
EPM 4,51 4,66 5,72 4,56 4,95 5,32
Origem da Variagio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 2337,40 779,13 312,46 **+
ConcentragSes 5 41,21 8,24 331*
Erro 15 37,40 2,49
Total 23 2416,01

cv=4,30 %. *=P<0,05; ***=P<0,001.

Anexo 2,11, Valores do N-NH3 no suco ruminal incubado in vitro e submetido a 6 concentragBes crescentes de
esparteina, apés 24 horas de fermentaclio e respectivas analises de variincia e significincia,

Periodo Esparteina (mM)

0 1 2 3 4 5
1 36,30 33,50 34,92 36,07 35,83 33,98
2 26,53 21,88 27,46 25,60 29,09 24,90
3 31,51 37,70 41,42 38,49 3747 35,84
4 21,88 21,78 21,43 22,34 22,35 22,68
Média 29,06 28,72 31,31 30,63 31,19 29,35
EPM 2,70 3,52 3,77 3,40 3,00 2,83

OrigemdaVariaq&o Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Periodos 3 933,12 311,04 70,54 **»
Concentraces 5 25,85 517 1,17 ns
Erro 15 66,15 441
Total 23 1025,11

cv =430 %. ns=nflo significativo; ***= P< (,001.
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Anexo 2.12. Producio de gas (ml) pelos microorganismos do nimen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 5 g (MS) de tremocilha brava ou tremocitha doce Topaz, apés 6 horas de fermentagiio. e respectivas
anélises de varifncia e significincia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 435 388
2 450, 408
3 443 393
4 380 . ) 348
Média 427 384
EPM 11 14

Ori da Vari Graus de Liberdade Soma dos Médios F
Perfodos 3 4933,38 164446 52,83 o+
Substractos 1 3655,13 3655,13 117,43 **=
Etro 3 93,38 31,13
Total 7 8681,88

cv = 1,37 %. ***=P<0,001.

Azexo 2.13 Produciio de gés (ml) pelos microorganismos do ramen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 5 g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz, apés 12 horas de fermentacio. ¢ respectivas

andlises de varidncia ¢ siggg'ﬁeincm.
Periodo Substractos
Tremocitha Brava Tremocilha Topaz

1 640 610
2 638 610
3 668 635
4 645 560
Média 648 T 604
EPM 14 6

Orrif da Vari Graus de Liberdade Soma dos Meédios F
Periodos 3 ’ 2414,50 804,836 2,14 ns
Substractos 1 3872,00 3872,00 10,31 *
Erro 3 1127,00 375,67
Total 7 7413,50

cv=13,10 %. ns=n#o significativo; *=P<0,05.

Anexo 2.14 Produgiio de gas (mi) pelos microorganismos do rimen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 5 g (MS) de tremocilha brava ou tremocitha doce Topaz, apés 24 horas de fermentaciio. ¢ respectivas
analises de varidncia ¢ significincia.

Perfodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 805 © 800
2 780 788
3 808 798
4 833 715
Média ’ 807 775
EPM 18 9

On}an da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 1228,38 . 409,46 0,24 ns
Substractos 1 1953,13 1953,13 1,15ns
Erro 3 5103,38 1701,13
Total 7 8284,88

cv=521 %. ns=nilo significativo.
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Anexo 2.15 Produciio de gis (ml) pelos microorganismos do riimen incubados in vitro a partir de um substracto
tremocilha doce Topaz, apés 6 horas de fermentagfo. e respectivas

constiteido por 10 g (MS) de tremocilha brava ou

andlises de variAncia e significincia.
Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 615 633
2 695 678
3 705 658
4 663 580
Média 670 637
EPM 18 18
_Origem da Variaglio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Perfodos 3 7534,38 2511,46 2,71 ns
Substractos 1 2080,13 2080,13 225 ns
Erro 3 2775,38 925,13
Total 7 12389,88

cv=4,66 %. ns=nfio significativo.

Anexo 2.16 Producio de gds (ml) pelos microorganismos do riimen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 10 g (MS) de tremocilha brava ou tremocitha doce Topaz, apés 12 horas de fermentacfio. e respectivas

anﬂisadevaﬁlnciaeﬂgglﬁ' ificincia.
Periodo

Substractos

Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 875 985
2 953 980
3 965 983
4 960 948
Média 938 974
EPM
_Origem da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Perfodos 3 222838 742,79 0,54 ns
Substractos 1 2556,13 2556,13 1,87 ns
Erro 3 4092,38 1364,13
Total 7 8876,88

cv=13,86 %. ns=nfio significativo.

Anéxo 2.17. Produgfio de gs (ml) pelos microorganismos do rimen in
constituido por 10 g (MS) de tremocilha brava ou tremoci

cubados in vitro a partir de um substracto
Iha doce Topaz, apés 24 horas de fermentagio. e respectivas

andlises de varifincia e significAncia.
Periodo Substractos
Tremocitha Brava Tremocitha Topaz

1 1185 1273

2 1225 1333

3 1188 1233

4 1238 1248

Média 1209 1272

EPM 19 11
mgn da Variacfo Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 5041,38 1680,46 1,74 ns
Substractos 1 7875,13 7875,13 8,17 ns
Emro 3 2891,38 963,79

Total 7 15807,88

cv = 2,50 %. ns=nlo significativo.
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Anexo 2.18. Produgio de gis (ml) pelos microorganismos do ramen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 15 g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz, apés 6 horas de fermentag#io. e respectivas

andlises de varidncia e significincia.
Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 713 700
2 798 813
3 765 660
4 698 655
Média 744 707
EPM 32 20
Origem da Vari Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Médios F
Periodos 3 18661,50 6220,50 4,70 ns
Substractos 1 2664,50 2664,50 20l ns
Erro 3 3969,50 1323,17
Total 7 2529550
cv = 5,02 %. ns=nilo significativo.

Anexo 2.19. Produgiio de gas (mi) pelos microorganisinos do rimen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 15 g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz, apds 12 horas de fermeatag#o. ¢ respectivas

andlises de varifincia e significincia.
Periodo Substnctos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 920 1045
2 1045 1140
3 955 953
4 858 960
Média 945 1025
EPM 38 34

Ori da V. ~ Graus de Liberdade Soma dos Q1 Médios F
Periodos 3 3659700 12199,00 774 ns
Substractos 1 12800,00 12800,00 8,12ns
Erro 3 4729,00 1576,33
Total 7 54126,00

cv = 4,03 %. ns=ndio significativo.

Anexo 220. Produciio de gis (ml) pelos microorganismos do rimen incubados in vitro a partir de um substracto
constituido por 15 g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz, apés 24 horas de fermentacfio. ¢ respectivas

andlises de varidincia e significincia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 1208 1365
2 1300 1390
3 1145 1178
4 1060 1290
Média 1178 1306
EPM 41 44

Origem da V. Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Médios F
Periodos 3 47117,00 15705,67 434ns
Substractos 1 32512,50 32512,50 898 ns
Emo 3 10856,50 3618,83
Total 7 90486,00

cv = 4,84 %. n=nio significativo.
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Anexo 2.21. Vaiores do pH registados nos fermentadores com 5 8 (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz,

10 inicio da fermen ¢ ivas andlises de varifincia e significincia,
Perfodo Substractos
Tremocitha Brava Tremocitha Topaz
1 7,08 ) 7,08
2 7,16 7,06
3 7.21 7,21
4 7,07 7,19
Média 7,13 7,14
EPM 0,03 0,03
m& Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 0,019 0,006 1,53 ns
Substractos 1 5,00x107 5,00x10™ 0,012 ns
Erro 3 0,012 0,004
Total 7 0,031

v =0,89 %. ns=nfio significativo,

Anexo 2.22. Valores do pH registados nos fermentadores com 5 £ (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz,
apés 6 horas de fermentacio. e respectivas andlises de varigncia e significéncia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 6,78 6,85
2 6,61 6,65
3 6,87 6,86
4 6,92 6,92
Média 6,82 6,80
EPM 0.05 0.06
_Origem da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos . 3 0,095 0,032 46,37 *+
Substractos 1 0,001 0,001 1,83 ns
Erro 3 0,002 0,001
Total 7 0,098

cv = 0,38 %. ns=nflo significativo. *** = P<0,001.

Anexo 2.23. Valores do pH registados nos fermentadores com 5 8 (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce T opaz,
apés 12 horas de fermentagfio. e respectivas andlises de varidncia e significincia.

Perfodo Substractos

Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 6,71 6,79
2 6,77 6,88
3 6,88 6,90
4 6,75 6,82
Média 6,78 6,85
EPM 0.02 0.03
m& Variaclio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Perfodos 3 0,02 0,007 10,31 #++
Substractos 1 0,01 0,01 14,00 *
Erro 3 0,002 0,0007
Total 7 0,03

cv=0,39 %. * = P<0,05. *** = P<0,001.
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Anexo 2.24. Valores do pH registados nos fermentadores com 5 g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz,
ap6s 24 horas de fermentag&o. e respectivas andlises de varidncia e significincia.

Periodo Substractos
) Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 6.85 6,62
2 6,62 6,78
3 6,63 6,76
4 6,62 6,77
Média 6,61 6,73
EPM 0.03 9,60.107

Origem da Vari Graus de Liberdade Soma dos Médios F
Perfodos 3 ' 0,01 0,005 3.12
Substractos 1 0,03 0,03 1920 *
Erro 3 0,005 0,002
Total 7 0,05

cv=0,58 %. ns—nilo significativo. * = P<0,05.

Anexo 2.25, Vaiores do pH registados nos fermentadores com 10g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz,
no inicio da fermentacdio. e respectivas andlises de variincia e significincia.

Substractos

Periodo
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 6,99 7,06
2 7,04 7,03
3 7,10 7,13
4 7,07 7,18
Média 7,05 7,10
EPM 0.03 0.02

Origem da Vari Graus de Liberdade Soma dos uadrados Médios F
Periodos 3 0,02 0,005 4,10 ns
Substractos 1 0,005 0,005 3,75ns
Erro 3 0,004 0,001
Total 7 0,03

cv = 0,52 %. ns=nfo significativo.

Anexo 2.26. Valores do pH registados nos fermentadores com 10g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce
Topaz, ap6s 6 horas de fermentacdio. e respectivas analises de varidncia e significincia.

Perfodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 6,03 6,02
2 587 5,98
3 6,00 6,17
4 6,05 6,31
Média 5,99 6,12
EPM 0,07 0,04

QOrigem da Vari Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Médios F
Periodos 3 0,07 0,02 3,57ns
Substractos 1 0,04 0,04 548 ns
Erro 3 0,02 0,006
Total 7 0,12

cv = 1,32 % ns=niio significativo.
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Anexo 2.27. Valores do pH registados nos fermentado

res com 10g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce

Topaz, apés 12 horas de fermentagHo. e respectivas andlises de varifincia e significincia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 6,04 6,18
2 5,95 6,20
3 598 6,10
4 5,94 6,30
Média 598 6,20
EPM 0,04 0,02

Origem da Variaclio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 0,008 0,003 0,43 ns
Substractos 1 0,09 0,09 15,39 *
Erro 3 0,02 0,006
Total 7 0,12

cv=1,29 %. ns=nflo significativo. *=P<0,05.

Anexo 2.28, Valores do pH registados nos fermentadores com 10g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz,
apés 24 horas de fermentaglo. e respectivas andlises de varifincia e significincia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 5,88 6,06
2 5383 6,08
3 5.89 598
4 581 6,21
Média 5385 6,08
EPM 0.04 0,02
Origem da Variacfio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Perfodos 3 0,006 0,002 0,24 ng
Substractos 1 0,11 0,11 1235+
Erro 3 0,03 0,009
Total 7 0,14
cv=1,55 %. ns=nflo significativo. *=p<0,05.
Anexo 2.29. Valores do pH registados nos fermentadores com 15g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce Topaz,
no infcio da fermentagfio. e respectivas andlises de varifincia e significincia.
Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz
1 7,09 7,01
2 6,99 6,97
3 7.00 7,04
4 7,06 7,08
Média 7,04 7,03
EPM
Origem da Variacfio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 0,009 0,003 2,19ns
Substractos 1 0,0002 0,0002 0,14 ns
Erro 3 0,004 0,001
Total 7 0,01

¢v=0,53 %. ns=nflo significativo.
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Anexo 2.30. Valores do pH registados nos fermentadores com 15g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce
Topaz, apés 6 horas de fermentac#o. e respectivas  andlises de varidncia e significdncia,

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 5,46 5,59
2 5,90 5,53
3 527 5,55
4 525 5,57
Média 547 5,56
EPM 0,01 0,13

Origem da Variacio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 0,12 0,04 0,82 ns
Substractos 1 0,02 0,02 0,32 s
Erro 3 0,15 0,05
Total 7 0,29

Anexo 2.31. Valores do pH registados nos fermentadores com 15g (MS) de tremocilha brava ou tremocitha doce
Topaz, apés 12 horas de fermentaglio. ¢ respectivas anélises de varidncia e significAncia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocilha Topaz

1 558 585
2 5,48 5,81
3 5,30 5,55
4 5,16 5,76
Média 5,38 574
EPM 0,06 0,08

OriE da Vm‘ Graus de Liberdade Soma dos M M Médios F
Periodos 3 0,12 0,04 3,02ns
Substractos 1 0,26 0,26 20,04 *
Erro 3 0,04 0,01
Total 7 0,42

cv=2,06 %. ns=nilo significativo.

Anexo 2.32. Valores do pH registados nos fermentadores com 15g (MS) de tremocilha brava ou tremocilha doce
Topaz, apbs 24 horas de fermentacdio ¢ respectivas andlises de varidncia e significincia.

Periodo Substractos
Tremocilha Brava Tremocitha Topaz

1 5,63 '5,66
2 5,52 5,52
3 5,40 5,55
4 5,38 5,92
Média 5,48 5,66
‘EPM 0,08 0,05

Origem da Variagio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Periodos 3 0,05 0,02 0,51 ns
Substractos 1 0,06 0,06 2,10ns
Erro 3 0,09 0,03
Total 7 0,20
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Anexo 3.1. Variagio da concentracio de lupinina (1ug/ml) no suco ruminal incubado in vitro e

respectivas andlises de variincia e significincia,

Horas
0 24 48
67,90 61,23 60,75
38,84 79,90 34,49
85,31 32,71 90,73
39,19 63,21 86,75
71,35 42,07 60,62
69,49 88,48 65,43
57,15 86,26 48,99
61,75 81,52 56,17
66,24 62,58 50,12
63,46 54,88 55,29
47,86 76,73 64,53
56,75 63,01 67,54
65,33 63,56 83,93
85,30 50,38 89,00
93,82 60,42 87,03
78,17 44,24 75,51
Média: 65,49 63,20 67,30
EPM: 3,79 3,93 4,05
Origem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Horas 2 135,50 67,75 0,26 ns
Erro 45 11838,04 263,07
Total 47 11973,54
cv =24,83 %. ns=niio significativo,
Anexo 3.2. Variaglio da concentracdio de esparteina (ng/ml) no suco ruminal incubado in vitro,
e respectivas andlises de varidncia e significancia.
Horas
0 24 48
758 7,39 433
7,29 9,72 6,75
8,42 8,11 8,05
8,37 8,57 6,85
7,80 8,40 5,58
7,86 6,05 547
8,40 442 6,65
8,39 8,50 7,50
8,54 8,14 6,63
8,44 5,64 6,91
7,50 8,56 7,73
8,50 5,99 5,67
847 8,40 8,51
8,50 7,50 8,57
11,68 541 8,48
8,51 743 8,55
Média: 8,39 7,39 7,02
EPM: 0,24 0,36 0,31
Origem da Variacfio G. L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Horas 2 16,17 8,09 5,12+
Emo 45 71,05 1,58
Total 47 87,22

cv = 16,54 %. *= P<0,05.

202



Anexo 3.3. Variacio da concentragio de gramina (ug/ml) no suco ruminal incubado in vitro.
¢ respectivas andlises de varidncia e significincia.

Horas
0 24 43
3,76 0,44 0,00
4,71 0,68 0,00
4,53 0,73 0,35
4,47 0,85 0,00
5,15 1,57 0,00
329 0,82 028
2,63 0,12 039
4,94 0,79 0,26
7,07 0,38 0,19
5,59 0.25 0,30
5,59 0,36 0,00
7,99 0,00 024
7.35 0,31 0,45
524 0,18 0,00
6,50 0,00 0,00
6,78 0,41 0,00
Média: 5,35 0,49 0,15
EPM: 0,36 0,10 0.04
Origem da Vari G.L.  Somados Médios F
Horas 2 270,38 135,19 166,72 ***
Ermro 45 36,49 0,81
Total 47 306,87

cv=45,05 %. ***=P<0,001.

Anexo 3.4. Variagio da concentragio de lupanina (ug/ml) no suco ruminal incubado in vitro
. respectivas anilises de varidncia e significincia.

Horas
0 24 48
561 3,98 10,83
1,41 2,83 3,48
2,02 479 9,47
1,03 1,11 10,51
0,62 428 10,54
573 7,58 9,36
3,52 14,46 5,61
2,38 537 9,18
2,19 7,11 8,52
5,99 8,90 6,72
4,45 728 6,62
3,71 741 6,93
3,17 71,55 8,65
6,66 7,12 7,07
6,78 8,19 9,49
6,21 9,16 8,73
Média: 3,84 6,69 823
EPM: 0,51 0,74 0,49
da Vari G.L. Soma dos Quadrados Médios F
Horas 2 158,75 79,37 13,322 #4*
Erro 45 268,10 5,96
Total 47 426,34

cv=138,99 %. ***=P<0,001.
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Anexo 3.8, Variaglio da concentragio de alcaléides (ug/ml) no suco ruminal incubado in vitro.
e respectivas andlises de varifincia e significincia.

Horas
0 24 48
84,86 73,04 75,91
52,25 93,14 4472
100,28 46,34 108,60
53,07 73,73 104,11
84,92 56,32 76,74
86,36 102,94 80,55
71,70 105,26 61,64
77,46 96,17 73,12
84,03 78,21 65,46
83,47 69,66 69,22
65,39 92,93 78.88
76,95 76,41 80,39
84,32 79,82 101,54
105,711 65,18 104,63
118,79 74,02 104,99
99,67 61,23 92,80
Média: 83,08 77,717 82,71
EPM: 4,30 4,05 445
Oriaem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Horas 2 280,35 140,18 0,45 ns
Erro 45 14065,67 312,57
Total 47 14346,02

cv = 21,78 %. ns=nilo significativo.

Anexo 4.1. Ingestiio de MS/KgD>75 de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0, 15 ou 30%
de tremocilha brava e respectivas andlise de varincia e significincia..
Blocos 0% TB 15% TB 30% 1B
1 90,52 93,44 55,52
2 60,67 47,51 77,40
3 88,44 60,44 75,48
4 64,44 71,08 52,15
s 54,56 82,25 85,49
6 86,88 60,03 59.84
Média 74,25 69,13 67,65
EPM 5,99 6,22 5,06 b
i
Origem da Variagho  G.L.  Soma dos Quadrados __ Quadrados Médios F i
Blocos 5 775,38 155,08 0,55 ns
Tratamentos 2 144,19 72,09 0,25 ns 3
Erro 10 2834,29 283,43 j
Total 17 3753,86
cv=23,93%. ns=nio significativo.
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Anexo 4.2. FEstimativa da energia metabolizavel ( Mcal/d) ingerida por ovelhas Serra da
Estrela suplementadas com 0, 15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas anélises de

varifincia e significincia..
Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 3,85 4,30 2,57
2 2,46 2,17 2,97
3 3,68 2,66 3,01
4 2,66 324 2,61
5 2,44 2,94 362
6 3,00 249 2,56
Meédia 3,02 297 2,89
EPM 0,23 0,28 0,15
Origem da Variagio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 2,03 041 1,15 ns
Tratamentos 2 0,05 0,02 0,07 ns
Erro 10 3,53 0,35
Total 17 5,60
cv= 20,09%. ns=nio significativo.

Anexo 4.3. Estimativa da energia metabolizavel (Mcal/d) consumida por ovelhas Serrada
Estreia suplementadas com 0, 15 ou 30% tremocilha brava e respectivas andlises de

varifncia e significincia..
Blocos 0% TB ) 15% TB 30% TB
1 3,30 3,77 291
2 2,64 2,67 2,80
3 2,75 2,37 2,35
4 2,63 2,55 2,65
5 2,38 226 2,76
6 2,17 220 2,12
Média 2,65 2,64 2,60
EPM 0,14 0,22 0,11
Origem da Vari G.L. Soma dos Médios F
Biocos 5 227 0,45 725 **
Tratamentos 2 0,007 0,003 0,07 ns
Erro 10 0,62 0,06
Total 17 2,90

¢v=9,51 %. ns=nilo significativo. **= P<0,01.

Anexo 4.4. Estimativa do balango energético (Mcal/d) em ovelhasSerra da Estrela
suplementadas com 0, 15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas andlises de varidncia

e significdncia.
Blocos 0% 1B 15% 1B 30% 1B
1 0,57 0,53 0,35
2 0,18 0,50 0,18
3 0,93 0,28 0,66
4 0,03 0,69 0,04
5 0,06 0,68 0,86
6 0,82 0,29 0,44
Média 0,37 0,33 029
: EPM 0,17 0,17 0,17
3
Origem da Vari G.L. Soma dos Médios F
Blocos 5 1,28 026 1,43 ns
Tratamentos 2 0,02 0,01 0,05 ns
Emo 10 1,79 0,18
Total 17 3,09
cv=128,07%. ns=nflo significativo.

Q‘!ﬁl' -
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Anexo 4.5 . Estimativa da PB (g/d) ingerida por ovelhas Serra da Estrela suplementadas com
0, 15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas andlises de variincia e significAncia.

Biocos 0% 1B 15% 1B 30% 1B
1 317 344 207
2 203 173 239
3 303 213 242
4 219 259 210
5 201 235 291
6 248 191 206
Média 249 236 233
EPM 18,40 22,80 12,26
Origem da Variagio __ G.L. __Soma dos Quadrados __ Quadrados Médios F
Blocos 5 13670,28 2734,06 1,17 ns
Tratamentos 2 855,11 427,56 0,18
Erro 10 23319,56 2331,96
Total 17 37844,94

¢v=20,21 %. ns=nfio significativo.

Anexo 4.6. Estimativa da PB (g/d) consumida por ovelhas Serra da Estrela suplementadas com
‘0, 15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas andlises de varifncia ¢ significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 125 139 117
2 106 109 109
3 110 99 98
4 106 106 110
5 101 93 110
6 89 96 93
Média 106 107 106
EPM 4,38 6,26 3,31
Origem da Variaciio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 1975,78 395,16 7.60 **
Tratamentos 2 2,78 1,39 0,03 ns
Erro 10 519,89 51,99
Total 17 2498.44

cv=6,77 %. ns=n#io significativo.

Anexo 4.7, Estimativa do balanco proteico (g/d) em ovelhas Serra da Estrela suplementadas
com 0, 15 ou 30% de tremocitha brava e respectivas andlises de varincia e significAncia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 192 205 90
2 97 64 130 "
3 193 114 144
4 113 153 100
5 100 142 181
6 159 95 113
Média 142 129 126
EPM 16,68 18,35 12,36
E
Origgm da Variacfio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F H
Blocos 5 8262,50 1652,50 0,85 ns B
Tratamentos 2 889,00 444,50 0,23 ns :
Erro 10 19389,00 1938,90
Total 17 28540,50
¢v=33,23%. ns=nffo significativo.
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Anexo4.8. Alteragio de peso vivo de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava erespectivas andlises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 0,50 2,00 - 0,00
2 1,00 0,00 2,40
3 0,75 5,00 2,50
4 4,00 -1,90 4,00
5 1,50 0,30 20,50
6 3,00 4,50 1,00
Média 1,79 0,98 0,07
EPM 0,52 1,14 0,90
da Vari G. L. Soma dos Médios __F
Blocos 5 27,30 5,46 0,93 ns
Tratamentos 2 10,42 5,21 0,88 ns
Erro 10 58,88 5,89
Total 17 96,60
cv=268,78%. ns=nio significativo.

Anexo 4.9. Produciio de leite (g/d) de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0, 15 ou30% de tremocilha
brava ¢ respectivas andlises de covariincia e significancia.

Blocos Covaridvel (X) e 0%TB 15%TB 30%TB
Varidvel (1)
i X+ 1100 1165 730
yr* 766 985 548
2 X 690 710 730
Y 461 351 463
3 X 613 636 655
Y 423 259 268
4 X 543 503 611
Y 402 289 456
5 X 440 444 470
Y 195 101 262
6 X 390 231 429
Y 263 294 32
Média X 629 615 604
Y 418 380 347
EPM X 95 118 48
) Y 74 115 64
* Média do periodo de pré-experimental. *» Média do periodo experimental.
Origem da gl SPC* Y ajustado por X
Variagio
XX XY Yy gl SQ - QM F
Total 17 912159,8 8099599 8369464
Repetigbes 5 706303,8 6540062 6624164
Tratamentos 2 439,1 1105,6 15506.8
Erro 10 2054169 1548481 1590232 9 42295,1 4699,5
Tratamento 12 2058560 155953,7 174530,0 11 56381,7
+Ermro
Tratamento 2 14086,6 70433 1,508
Ajustado

¢v=17,95 %. ns=niio significativo. *= Soma dos produtos cruzados.
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Anexo 4.10. Teor em Sélidos Totais (%) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com
0, 15 ou 30% de tremocitha brava e respectivas anélises de variAncia e significAncia,

Blocos 0% TB 15% TB 30% 1B
1 22,06 18,65 22,15
2 21,83 20,33 21,00
3 20,42 23,10 18,28
4 20,46 18,03 2342
b 23,59 18,59 17,50
6 18,85 16,32 17,96
Média 21,20 19,17 20,05
EPM 0,61 0,86 0,92
Origem da Variaglio G.deL.  Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 ) 23,72 474 1,00 ns
Tratamentos 2 12,46 6,23 1,32 ns
Ermro 10 47,26 4,73
Total 17 83,44

cv=10,79%. ns=niio significativo.

Anexo 4.11. Teor em PB ( % ) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30 % de tremocilha brava e respectivas anilises de varifincia e significincia.

Blocos 0% TB 15%TB 30% TB
1 8,13 6,07 6,61
2 6,97 6,38 7,00
3 723 7,62 6,28
4 6,81 6,73 7.45
5 753 6,48 5,61
6 6,72 6,20 545
Média 7,23 6,58 6,35
EPM 0,20 0,21 0,28
Origem da Variaclo G. L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 1,85 0,37 0,96 ns
Tratamentos 2 2,52 1,26 3,26 ns
Erro 10 3,86 0,39
Total 17 8,24

¢v=9,25 %. ns=niio significativo.

Anexo 4.12. Teor em gordura (%) do leite de ovethas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocitha brava e respectivas analises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 9,21 6,99 10,51
2 10,27 8,90 9,00
3 821 11,14 6,86
4 8,61 6,12 11,27
5 11,86 6,93 6,69
6 6,90 6,32 7,82
Média 9,18 7,73 8,72
EPM 0,64 0,72 0,71
Origem da Variaglio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 9,99 2,00 0,48 ns
Tratamentos 2 6,52 3,26 0,78 ns
Erro 10 41,89 4,19
Total 17 58,41

¢v=23,96%. ns=niio significativo.
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Anexo 4.13. Teor em 4cido lictico (%) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas andlises de varidncia ¢ significdncia. ¢

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 0,30 0,24 0,26
2 0,26 027 0,28
3 0,32 027 023
4 024 0,28 025
s 025 027 024
6 0,26 0,20 023
Média 027 0,25 025
EPM 0,01 0,01 0,01
Origem da Vari G.deL.  Somados Médios F
Blocos 5 3,83.10™ 7,65.10 1,09 ns
Tratamentos 2 1,77.10% 8,84.10°% 126 s
Emo 10 7,03.10 7,03.10%
Total 17 1,26.107%
¢cv=10,28%. ns=niio significativo.

Anexo 4.14. Teor em lactose (%) do leite de oveihas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas anilises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30% TB
1 4,02 4,89 433
2 3,74 4,34 4,00
3 428 3,64 445
4 434 4,48 3,86
5 3,50 4,50 4,50
6 4,37 3,10 4,00
Média 4,04 4,16 426
EPM 0,13 0,25 0,10
Origem da Vari G.L. Soma dos Meédios F
Blocos S 0,55 0,11 0,42 ns
Tratamentos 2 0,15 0,07 0,28 ns
Erro 10 2,62 0,26
Total 17 3,32
cv=12,33%. ns=nilo significativo

Anexo 4.15. Teor em caseina (%) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas analises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30% TB
1 6,90 5,51 577
2 6,11 5,64 6,00
3 6,08 6,17 547
4 5,78 6,02 6,29
5 6,34 6,13 491
6 5,90 _5.65 5,33
Média 6,19 5.85 5,65
EPM 0,15 0,11 0,19
Origem da Vari G.L. Soma dos Médios F
Blocos 5 0,40 0,08 - 0,40 ns
Tratamentos 2 0,87 044 - 2,02 ns
Erro 10 2,16 022
Total 17 3,42
cv=7,87 %. ns=nfio significativo.
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Anexo 4.16. Teor em cinzas (%) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas anélises de varifincia e significncia.

Blocos 0% TB 15%TB 30% TB
1 0,89 0,91 1,00
2 0,87 0,87 0,91
3 0,91 0,97 0,94
4 0,81 0,95 1,00
5 0,95 1,10 0,94
6 0,97 1,00 0,96
Média 0,90 0,97 0,96
EPM 0,02 0,03 0,01
__Origem da Variagfio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 2,46.10°4 492,107 1,63 ns
Tratamentos 2 1,58. 1074 792.10°% 2,62 ns
Erro 10 3,02.10°4 3,02.10°3
Total 17 7,07.1074
cv=5,84 %. ns—=niio significativo.

Anexo 4.17. Teor em célcio (%) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30 % de tremocilha brava e respectivas andlises de varidncia e significAncia.

Blocos 0% 1B 15%TB 30%TB
1 0,25 0,25 0,18
2 0,16 0,14 0,25
3 020 0,23 0,14
4 0,25 0,16 0,30
5 0,24 0,14 0,20
6 021 0,23 0,14
Média 022 0,19 0,20
EPM 0,01 0,02 0,02
Origem da Variaglio G. L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 729.107 1,46.107 0,46 ns
Tratamentos 2 2,18.10°3 1,09.107 0,34 ns
Frro 10 3,18.1074 3,18.107%
Total 17 4,12.1074
cv=27,64 %. ns=nlo significativo.

Anexo 4.18. Teorem fosforo (%) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplemen'adhs com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas anslises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30% TB
1 0,16 0,12 0,12
2 0,13 0,12 0,16
3 0,13 0,13 0,12
4 0,15 0,13 0,16
s 0,14 0,12 0,15
6 0,13 0,12 0,12
Média 0,14 0,12 0,14
EPM 5,00.1073 2,00.10™ 8,00.10
Origem da Variaglo G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 1,03.10 2,06.10™ 1,03 ns
Tratamentos 2 1,01.10°3 5,06.107% 2,54 ns
Erro 10 1,99.10°? 1,99. 107%
Total 17 4,03.10™

¢v=10,53 %. ns=nfio significativo.
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Anexo 4.19. pH do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com0, 15 ou 30 % de
tremocilha brava e respectivas andlisesde varidncia e significincia.

Blocos 0%TB 15% 1B 30% 1B
1 6,63 6,54 6,71
2 6,69 6,97 6,66
3 6,49 6,67 6,93
4 6,76 6,66 6,83
5 6,84 6,65 6,63
6 6,66 7,33 6,93
Média 6,68 6,80 6,78
EPM 0,04 _ 0,11 0,05
igem da Vari G.L. _ Soma dos Médios F
Blocos 5 021 ' 0,04 1,10ns
Tratamentos 2 0,05 0,03 0,69 s
Ermo 10 0,39 0,04
Total 17 0,65

cv=2,91 %. ns=ndo significativo.

Anexo 4.20. Teor ureia (mg/Kg) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30 % de tremocilha brava erespectivas anslises de varidncia e significdncia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 445 519 544
2 555 649 535
3 641 508 459
4 582 652 415
5 539 601 477
6 574 583 584
Média 556 585 502
EPM 24 23 23
Ori da Vari G.L.  Soma dos Médios F
Blocos 5 12993,11 2598,62 0,56 ns
Tratamentos 2 21259,11 10629,56 228ns
Erro 10 46591,56 4659,16
Total 17 80843,78
¢v=12,46 %. ns=ndlo significativo.

Anexo 4.21. Teor em alcaldides ( mg/Kg) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas andlises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 - 3,21 8,79
2 - 1,74 5,00
3 - 0,94 2,68
4 - 2,11 3,74
5 - 325 872
6 - 0,07 4,36
Média - 1,39 5,55
EPM - 0,47 0,97
Origem da Variagdo G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 33,97 6,79 443 ns
Tratamentos 1 40,25 40,25 26,23 »*
Emo 5 7.67 1,53
Total 11 81,90

cv=33,32 %. ns=nio significativo; **=P<0,01.
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Anexo 4.22. Teor em lupinina (mg/Kg) do leite de ovethas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas anélises de varifincia e significAncia.

Blocos 0% TB 15% TB 30% TB
1 - 1,96 8,43
2 - 1,62 4,00
3 - 0,73 2,05
4 - 1,63 337
5 - 2,25 587
6 - 0,07 4,12
Média - 1,38 4,61
EPM - 0,30 0,84
Origem da Variaciio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 19,35 3,87 2,12ns
Tratamentos 1 31,24 31,24 17,12 »*
Erro 5 9,12 1,82
Total 11 59,72

ev=45,16 %, ns—nilo significativo; **=P<0,01.

Anexo 4.23. Teor em lupanina ( mg/Kg) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30 % de tremocilha brava e respectivas andlises de varifincia e significincia.

Blocos 0% TB 15%TB 30%TB
1 - 1,24 0,35
2 - 8,90.1074 1,00
3 - 0,20 0,63
4 - 0,49 0,17
5 - 1,00 2,86
6 - 0,00 0,24
Média - 0,50 0,90
EPM - 0,19 0,38
Origem da Variaglio G.L.  Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 4,16 0,83 1,74 ns
Tratamentos 1 0,47 0,47 098 ns
Erro 5 2,39 0,48
Total 11 7,02

cv= 98,69 %. ns=nfio significativo.

Anexo 4.24. Teor em espartefna (mg/Kg) do leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas com 0,
15 ou 30% de tremocilha brava e respectivas anélises de varidncia e significAncia.

Blocos 0% TB 15% TB 30%TB
1 - 0,00 1,50.107%
2 - 2,50.107% 0,00
3 - 0,00 0,00
4 - 0,00 0,20
5 - 0,00 0,00
6 - 0,00 0,00
Média - 4,17.107 4,63.10%
EPM - 4,00.10"% 0,03
Origem da Variaglo G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 1,67.10°4 3,34.10~ 1,04
Tratamentos 1 5,33.10 5,33.107 1,67 ns
Erro 5 1,60.1074 3,20.10°3
Total 11 3,80.107

cv= 224,00 %. ns=n#o significativo.

212



Anexo 4.25. Taxa de recuperagiio da lupinina (%) no leite de ovelhas Serra da Estrela suplementadas
com 15% ou 30% de tremocilha brava e respectivas analises de varidncia e significincia.

Blocos 0% TB 15% TB 30% TB
1 - 7,20.10°¢ 0,10
2 - 3,50.10°4 6,30.107
3 - 9,00.10°% 1,60.107
4 - 2,40.1074 2,40.10°4
5 - 4,00.107 7.20.107¢
6 - 3,00.10°* $,00.10
Média - 3,10.1072 4,70.10°%
EPM - 0,01 0,01
Origem da Vari G.L. Soma dos Médios F
Blocos 5 0,01 2,01.10™ 2391 %
Tratamentos 1 7,79.107% 7.79.10% 926 *
Etro 5 421.10° 8.42.10
Total 11 1,13.104

cv=2346 %. *=P<0,05; **=P<0,01..

Anexo 426, Taxa de recuperagio da lupanina (%) no leite de ovelhas Serra da Estrela
suplementadas com 15% ou 30 % de tremocilha brava ¢ respectivas anslises de varidncia e
significincia.

Blocos 0% TB ' 15% 1B 30% TB
1 - 1,16 9,80.10™~
2 - 4,50.107 0,45
3 - 6,30.107 0,12
4 - 0,17 2,90.107
5 - 0,41 0,83
6 - 0,00 1,10.107%
Média - 0,31 0,26
EPM - 0,12 8,50.10°4
Origem da Variagio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Blocos 5 0,77 0,15 1,04 ns
Tratamentos 1 822.107 8.22.107 5,58.107 ns
Erro 5 0,74 0,15
Total 1 1,51

cv=135,95 %. ns=nilo significativo.

Anexo 4.27. Taxa de recuperaciio da espartefnal (%) no leite de ovelhas Serra da Estrela
suplementadas com 15% ou 30% de tremocilha brava ¢ respectivas andlises de variincia ¢
significAnci

Blocos 0% TB 15%TB 30%TB
1 - 0,00 3,00.10™
2 - 9,00.10~° 1,60.10%
3 - 0,00 0,00
4 - 0,00 2,40.10%4
5 - 0,00 0,00
6 - 0,00 0,00
Média - 1,50.10 7,17.107
EPM - 1,00.10°3 4,00.10
igem da Vari G.L. Soma dos Quadrados Médios F
Blocos 5 3,80.10 7,59.10™ 1,72 ns
Tratamentos 1 9,63.107 9,63.107 2,18 ns
Erro 5 221.10¢ 441.107
Total 11 6,97.107%
cv= 135,95 %. ns=nio significativo.
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Anezxo 5.1. Residuo Seco (%) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de alcal6ides
de tremocilha brava.

Alcaléides(mg/Kg leite)
0 1 3 7

57,70 52,20 53,70 54,90 58,30

56,90 50,08 53,60 57,20 56,20

55,40 54,80 55,70

55,10 53,30 56,90

54,30

56,60

54,90

55,70
Média= 57,25 51,50 53,85 56,18 5725
EPM= 0,40 0,70 0,33 0,53 1,05

Origem da Variagio Graus de Liberdade Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 50,00 12,50 10,98*+*
Erro 15 17,08 1,14
Total 19 67,08

cv=1,93%. ***=pP<0,001.

Anexo 5.2. HRQIMG (%) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de alcal6ides de
tremocilha brava.

Alcaldides (mg/Kg leite)
0 1 3 7

57,90 65,30 62,60 61,40 61,00

57,50 65,60 61,70 58,60 63,80

59,70 61,50 60,50

60,30 61,90 59,90

60,80

57,90

60,00

59,90
Média= 5925 65,45 61,93 60,10 62,40
EPM= 0,45 0,15 0,24 0,59 1,40

Origem da Variaclio G. L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 74,45 18,61 13,834+
Ermro 15 20,19 1,35
Total 19 94,64

cv=1,91%. ***=P<0,001.

Anexo 5.3. Matéria Gorda (%) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de alcalbides
de tremocilha brava.

Alcaldides (mg/Kg leite)
0 1 3 7

27,00 26,80 26,00 26,50 31,80

25,00 24,80 24,80 27,00 31,30

25,30 26,50 26,80

25,50 24,50 28,00

24,80

25,00

24 30

26,00
Média= 2543 25,80 2545 27,08 31,55
EPM= 0,27 1,00 0,48 0,33 0,25

Origem da Variaglio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 66,80 16,70 24, 80%**
Erro 15 10,10 0,67
Total 19 76,90

cv=3,11%. ***=P<0,001.



Anexo 5.4. MGRRS (%) de Queijo de Serpa obtido a pastir de leite com quantidades crescentes de alcaléides

de tremocilha brava.
Alcalbides (mg/Kg leite)
0 1 3 7
46,80 51,30 48,40 48,30 54,50
43,90 48,80 46,30 4720 55,70
45,70 48,40 48,10
46,30 46,00 4920
45,70
44,10
4520
46,70
Média= 45,55 50,05 4728 4820 55,10
EPM= 0,39 125 065 041 0,60
Origem da Variagio G.L. Soma dos Quadrados____Quadrados Médios F
Tratamento 4 ' 158,93 39,73 30,70%**
Erro 15 1941 129
Total 19 178,34
cv=2,38%. **+*=P<0,001.

Anexo 5.5. PB (%) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de alcaléides

de tremocilha brava.

Alcalbides (mg/Kg leite)
0 1 3 7
25,90 21,70 21,10 21,00 15,70
26,20 20,80 16,60 21,70 19,10
25,50 25,50 22,30
24,20 21,70 21,70
23,60
26,80
26,80
24,90
Média= 2549 21,25 21,23 21,68 17,40
EPM= 0,42 0,45 1,82 027 1,70
Origem da Variago G.L. Soma dos Quadrados____ Quadrados Médios F
Tratamento 4 135,38 33,34 8,96 **
Erro 15 56,63 3,78
Total 19 192,01

cv=8,58%. **=P<0,01.

Anexo 5.6, N solivel (%) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de alcalides

de tremocilha brava.

Alcaléides (mg/Kg leite)

0 1 3 7

1,40 0,30 1,00 0,60 0,55

1,40 0,80 0,90 0,60 0,60

1,30 0,90 0,60

1,10 0,90 0,60

1,10

1,20

1,30

1,35
Média= 127 0,30 0,93 0,60 0,58
EPM= 0,04 0,00 0,03 0,00 0,03
_Origem da Variagiio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Tratamento 4 1,63 0,41 53,04 s+
Erro 15 0,11 7,56.10™
Total 19 1,75

cv=9,15%. ***=P<0,001.
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Anexo 5.7, Coeficiente de Maturagiio de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes
de alcaldides de tremocilha brava.

Alcaléides (mg/Kg leite)
0 1 3 6 7
34,60 23,60 30,30 18,20 24,00
34,20 24,70 34,60 17,60 20,10
32,50 22,50 17,10
28,90 26,50 17,60
29,70
28,50
31,00
33,30
Média= 31,59 24,15 28,48 17,63 22,05
EPM= 0,85 0,55 2,59 0,23 1,95
Origem da Variaclo G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Tratamento 4 588,36 147,09 17,03 #+*
Erro 15 129,59 8.64
Total 19 717,96
cv=11,10%. ***=P<0,001.
Anexo 5.8. Teor em cloretos de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de
alcaléides de tremocilha brava.
Alcaléides (mg/Kg leite)
0 1 3 6 7
1,30 3,00 2,90 3,50 4,90
1,30 3,30 2,90 3,70 4,10
1,90 3,00 3,20
1,50 3,20 3,70
1,50
1,50
Média= 1,50 3,15 3,00 3,53 4,50
EPM= 0,09 0,15 0,07 0,12 0,40
Origem da Variagio G.L. Soma dos drados Médios F
Tratamento 4 18,43 461 71,94 **+
Erro 13 0,83 0,06
Total 17 19,26

¢v=9,03%. ***=P<0,001.

Anexo 5.9. Teor em lupinina (1g/100g)) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes
de alcaldides de tremocilha brava.

Alcaléides (mg/Kg leite)
0 1 3 7

0,00 151,07 315,74 1393,60 1162,34

0,00 196,94 288,12 1090,03 870,51

0,00 184,94 792,85

0,00 338,42 1205,08

0,00

0,00

0,00

0,00
Média= 0,00 174,00 281,80 1120,39 1016,42
EPM= 0,00 22,94 33,89 125,84 145,91

Origem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 4273819,00 1068455,00 64,77 ***
Erro 15 247432,50 16495,50
Total 19 4521251,00

cv=32,15%. ***=P<0,001.
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Anexo 5.10, Flora meséfila ( unidades formadoras de col6nias) de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com
quantidades crescentes de alcalides de_tremocitha brava.

Alcalbides (mg/Kg leite)

0 1 3 7
1,02.10° 6,10.10° 3,60.10° 1,24.10° "1,20.107
1,02.10° 7,70.10% 1,00.10° 1,20.10° 9,90.107
1,02.107 7,20.10% 5,30.10% .
4.00.10% 8,30.10% 9,50.10%
8,50.10%
3,90.10%
4,40.10%
7,00.10% )

Média= 7,30.10% 6,90.10% 8,53.10° 9,80.10° 5,55.107
EPM= 1,01.10% 8,00.10/ 5,76.107 1,63.10% 4,35.10/
Origem da Variaclio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 1,22.10%° 3,06.10"7 482 *
Erro 15 9,52.10 7 6,35.10'°

Total 19 2,17.104%
cv=34,37%. * =P<0, 05

Anexo 5.11. Classificaglio da forma de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes
de aicaldides de tremocilha brava. )
Alcalbides (mg/Kg
leite)
0 1 3 6 7
3,10 3,50 2,90 2,90 0,70
3,20 3,10 3,50 2,90 0,70
2,80 3,50 3,30
2,60 3,20 2,60
2,60
2,50
2,60
2,80

Média= 2,78 3,30 328 2,93 0,70
EPM= 0,09 0,20 0,14 0,14 0,00
Origem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Tratamento 4 10,24 2,56 3728 ***
Erro 15 1,03 0,07
Total 19 1127

©v=9,53 %. ***=P<0,001.

Anexo 5.12. Classificagiio da crosta de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes
de alcaldides de tremocilha brava.

Alcaloides (mg/Kg leite)
1] 1 3 7

320 3,40 3,30 3,00 2,10

3,20 3,40 3,60 2,80 2,00

3,10 3,60 2,90

2,90 3,50 2,70

3,20

3,00

2,90

3,30
Média= 3,10 3,40 3,50 2,85 2,05
EPM= 0,05 0,00 0,07 0,06 0,05
_Origemda Variacio G. L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F
Tratamento 4 323 0,81 44,11 »**
Erro 15 028 0,02
Total 19 3,51

cv=4,43 %. ***=pP<0,001.
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Anexo 5.13. Classificagio da pasta de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes

de alcaldides de tremocilha brava.

Alcaléides (mg/Kg leite)
0 1 3 6 7

4,50 5,10 5,20 4,50 2,90

440 5,00 5,10 4,20 3,00

420 5,20 4,30

4,90 5,20 420

4,50

4,90

4,60

4,80
Média= 4,60 5,05 5,18 4,30 2,95
EPM= 0,09 0,05 0,03 0,07 0,05

Origem da Variacio G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 745 1,86 53,07 #+
Erro 15 0,52 0,03
Total 19 797

cv=4,10 %. ***=P<0,001.

Anexo 5.14. Classificaglio do sabor/aroma de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes

de alcaléides de tremocilha brava.

Alcalides (mg/Kg leite)
0 1 3 7

3,90 4,40 5,10 420 2,40

4,00 4,00 4,80 430 2,20

3,90 4,90 4,00

4,20 4,70 4,10

4,70

3,90

4,20

4,00
Média= 4,10 420 4,88 4,15 2,30
EPM= 0,10 0,20 0,09 0,06 0,10

Origem da Variac#io G.L. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 8,91 223 4412 %+
Erro 15 0,76 0,05
Total 19 9,67

cv=5,49 %. **+=P<0,001.

Anexo 5.15. Classificagio total de Queijo de Serpa obtido a partir de leite com quantidades crescentes de

alcaldides de tremocilha brava.

Alcaibides (mg/Kg lcite)
0 1 3 6 7

14,80 16,40 16,50 14,50 8,10

14,80 15,50 17,10 14,20 8,00

13,90 17,10 14,50

14,70 16,60 13,60

15,00

14,40

14,30

14,90
Média= 14,60 15,95 16,83 14,20 8,05
EPM= 0,13 0,45 0,16 0,21 0,05

Origem da Variaglio G.delL. Soma dos Quadrados Quadrados Médios F

Tratamento 4 109,41 27,35 185,03 *+»
Erro 15 2,22 0,15
Total 19 111,63

cv=2,66 %. ***=P<0,001.
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