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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi analisar o perfil de acidos graxos, qualidade da carne e a
expressao de genes envolvidos no metabolismo lipidico no musculo de tourinhos alimentados
com dietas com ou sem inclusdo de grdos secos de destilaria com sollveis (DDGS). Foram
utilizados quarenta tourinhos Nelore em um delineamento inteiramente casualizado, com dois
tratamentos: com DDGS (21% MS) ou sem a inclusédo. Oito touros Nelore canulados no rimen
recebendo a mesma dieta, em “design experimental cross- over” foram utilizados para analise
do perfil de &cidos graxos que escapam do rumen. Ao analisar o masculo longissimus thoracis
de animais alimentados com DDGS observou-se uma interacdo entre tempo e dieta no
componente L*, bem como, maior forca de cisalhamento e aumento da perda de peso por
cozimento. Os tourinhos alimentados com DDGS apresentaram maior concentracdo do
contetdo de &cidos poli-insaturados e 6mega 6 no omaso e o0 musculo desses animais apresentou
maior concentracdo acidos insaturados, poli-insaturados e atividade da elongase, além de
reduzir a expressdo do gene LPL. O DDGS pode ser fornecido como um suplemento proteico
mantendo a qualidade da carne quando comparado com tourinhos alimentados com farelo de
algoddo como suplemento proteico.

Palavras- chave: Acidos graxos. Cor. DDGS. Maciez.



ABSTRACT

The objective of the present study was to analyze tenderness, fatty acid profile, colour and
expression of genes involved in lipid metabolism in the muscle of young bulls fed diets with or
without the inclusion of dry distillers grain with solubles (DDGS). Forty Nellore young bulls
were used in a completely randomized design, with two treatments: without or with the
inclusion of DDGS (21% DM). Eight rumen-fistulated Nellore bulls received the same diets
and were assigned to a cross-over design in order to collect samples from the omasum to analyze
fatty acid profile escaping rumen-reticulum. Longissimus thoracis (LT) from animals fed
DDGS had an interaction between time and diet for component L* and a higher SF. Bulls fed
DDGS had higher concentration of polyunsatured and omega 6 fatty acids in the omasum.
Muscle of animals fed DDGS had higher concentration of unsaturated, and there was a tendency
to have lesser expression of LPL gene. These data show that DDGS can be fed as a protein
supplement while maintaining meat quality when compared with steers fed cottonseed meal as
a protein supplement.

Key- words: Fatty acids. Meat colour. DDGS. Tenderness.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO GERAL

O uso de coprodutos na dieta de bovinos em terminacdo tem sido muito estudado por
ser uma estratégia eficiente de diminuir os custos com a alimentagdo. O uso de grandes
quantidades de ingredientes tradicionais, como o milho e, ou, a soja pode reduzir a margem
bruta devido aos altos custos dos ingredientes utilizados e das oscilagdes do mercado. Diante
disso, alimentos alternativos como os coprodutos da agroinddstria, sdo opc¢ao de substituicdo
aos alimentos tradicionais.

Dentre esses alimentos, o grao seco de destilaria com soltveis (DDGS) € um coproduto
oriundo da producao de etanol de milho ou sorgo e possui caracteristicas nutricionais adequadas
para utilizacdo na alimentacdo de bovinos e de outras espécies de animais, pois contém altos
contetidos de energia e proteina. Além disso, 0 DDGS possui maior propor¢do de proteina ndo
degradavel no rimen (PNDR) quando comparado com fontes proteicas usadas tradicionalmente
no Brasil, como os farelos de algodao e de soja.

Cerca de 80% dos acidos graxos do DDGS sao acidos graxos insaturados, e, desta forma,
outra possivel consequéncia da sua inclusdo em dietas de bovinos em terminagdo é o aumento
da concentracdo destes acidos na carne, o que é interessante do ponto de vista da satde humana.
No entanto a maior propor¢do de acidos graxos poli-insaturados na carne pode levar a rancidez
oxidativa e mudanca na coloracgéo (12 caracteristica apreciada pelo consumidor).

Recentemente os consumidores se preocupam mais com a qualidade de carne que é
ingerida, devido aos seus efeitos diretos sobre a saide humana, destacando-se o perfil de acidos
graxos da carne. Mas esse parametro ndo pode ser estudado isoladamente, pois é dependente
dos outros pardmetros qualitativos, tais como, maciez, cor e oxidacao lipidica da carne. Uma
alternativa recente para o melhor entendimento dos efeitos da nutricdo sobre o metabolismo
lipidico é a expresséo genica associada a nutricdo. Alguns trabalhos sugerem que a composi¢éo
dos acidos graxos da carne pode ser controlada por fatores ainda mais especificos, tais como os
genes relacionados ao metabolismo lipidico.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar caracteristicas de carcaca,
composicao quimica, perfil de acidos graxos, maciez e cor da carne de tourinhos confinados e
alimentados com ou sem a inclusdo de gréos secos de destilaria de baixo teor de extrato etéreo,
além de avaliar a expressdo de genes envolvidos no metabolismo lipidico no musculo desses

animais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolismo de acidos graxos

Inicialmente, lipideos s&o hidrolisados no rimen, dando origem a &cidos graxos livres e
glicerol, a maior parte dos acidos graxos insaturados estdo disponiveis para biohidrogenacéao
(HARFOOT, 1981). Diversos fatores influenciam a taxa e a extensdo da biohidrogenacéo
ruminal dos &cidos graxos insaturados. A biohidrogenacdo ruminal é influenciada pela
composicao da dieta. Estudos in vitro tém demonstrado que a incluséo de glicerol na dieta pode
inibir a lipdlise; porém, este limita a biohidrogenacdo dos acidos graxos insaturados e poli-
insaturados (EDWARDS et al., 2012; KRUEGER et al., 2010).

Os lipidios insaturados passam por um processo de biohidrogenagdo no rimen que 0s
converte em acidos graxos saturados (ALLEN, 2000). Segundo Demeyer e Doreau (1999) ap6s
a lipdlise os acidos graxos sdo adsorvidos a particulas e biohidrogenados ou incorporados pelas
bactérias sélidas associadas. A biohidrogenacdo que ocorre no rumen pela acéo de bactérias é
um processo que permite a diminuicdo da quantidade de hidrogénio, responsavel pelo aumento
da acidez ruminal, além desse aspecto, tem-se a diminuicdo da produgdo de metano entérico,
que é emitido pelos ruminantes, o qual esta fortemente associado ao aquecimento global
(ALLEN, 2000; DEMEYER; DOREAU, 1999).

As bactérias ruminais responsaveis pela biohidrogenacdo podem ser divididas em dois
grupos A e B. O grupo A sdo as bactérias responsaveis pela biohidrogenacdo dos acidos
linoleico e a-linolénico a &cidos graxos conjugado (trans-11-octadecanoico), com pequenas
quantidades de outros isdmeros. Esse grupo, no entanto, parece ser incapaz de biohidrogenar o
acido graxo oleico a acido estearico (DEMEYER; DOREAU, 1999). Segundo Solomon et al.
(2000), no grupo A tem-se a predominancia da bactéria Butyrivibrio fibrisolvens que é uma
espéecie muito versatil metabolicamente, que possui atividade na fermentacdo do amido e da
pectina, gerando diferentes produtos finais da fermentacdo. O grupo B € composto por bactérias
capazes de biohidrogenar uma grande extensdo de cis e trans C18:1 a &cido estearico
(DEMEYER; DOREAU, 1999).

2.2 Grao seco de destilaria com soluveis (DDGS)

Uma variedade de matérias-primas é usada para produzir etanol, destacando-se no Brasil

a cana-de-acgucar. J& no restante do mundo, os processos de producdo de alcool a partir de
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cereais sdo importantes, com destaque para o uso do milho. Nos Estados Unidos o milho é a
principal matéria-prima disponivel para a producéo de alcool. Ja no Brasil o uso do milho para
produzir etanol é recente e estratégico, ocorrendo em situacdes especificas, quando héa
excedente na producdo desse grao e o preco do transporte para outras regides é elevado. Além
disto, tem-se a utilizacdo de cereais na entressafra da cana-de-agucar, quando as usinas estao
ociosas e podem usar o0 milho ou sorgo como matéria prima para produzir etanol.

Da producéo de etanol através do milho alguns coprodutos sdo gerados, destacando-se
0s graos secos de destilaria com ou sem solUveis, 0s grdos Umidos de destilaria com ou sem
solUveis e o0 Gleo. Para cada tonelada de grdo de milho seco inserido no sistema de producéo,
resulta-se em 460 litros de etanol anidro e 380 kg de DDGS (WYMAN, 1996).

O gréo seco de destilaria com soltveis (DDGS) é um coproduto oriundo da producéo
apos a hidrélise do amido, posterior fermentacdo dos acucares soluveis e destilacdo. Graos
como milho, sorgo, trigo e cevada, variam em relacdo ao teor de amido, e aqueles com a maior
quantidade de amido (por exemplo, 0 milho) sdo mais usados para producdo de etanol por
proporcionar maior rendimento (COUNCIL, 2012). O DDGS de milho é produzido em regifes
com excesso de producdo deste cereal. No estado do Mato Grasso, por exemplo, onde ha
produto em excesso, e 0 preco do transporte para outras regides é elevado, a producéo de éalcool

torna-se viavel.

2.2.1 Obtencdo do DDGS

A obtencdo do DDGS ¢ feita pela hidrolise do amido do gréo e pode ser feita de forma
diferente de acordo com a usina em questdo e o pais onde se produz o etanol, podendo a
producdo do malte ser pela agdo enzimatica ou de acidos (COUNCIL, 2012). Para a hidrolise
enzimatica € necessario primeiramente que o grao seja processado, assim, este é moido, com
finalidade de expor 0 amido a acao das enzimas amiloliticas. Apds a moagem, agua é adicionada
com o intuito de formar uma “massa” (SINGH; CHERYAN, 1998), a qual é aquecida a 100 °C
por alguns minutos e posteriormente resfriada a 80 °C. Para que a hidrolise do amido acontega,
a enzima termoestavel alfa amilase é adicionada, a massa é cozida e depois resfriada, entdo
mais alfa amilase € adicionada e o0 processo de liquefagéo se inicia (BOTHAST; SCHLICHER,
2005). Nesta fase o pH da mistura é ajustado com acido sulfurico até atingir 4.5, valor étimo
para atividade enzimatica. O processo de liquefacdo devido a a¢do das enzimas, ocorre pela
reducdo do tamanho do polimero.
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Depois do cozimento, a massa é resfriada e transferida para os tanques de fermentagé&o.
Neste processo € necessario adicionar levedura a massa, sendo a mais importante a
Saccharomyces cerevisiae. O processo fermentativo leva de 48 a 72 horas e tem concentracao
final de 10 a 12% de alcool na massa (BOTHAST; SCHLICHER, 2005). Observa-se que nas
fases iniciais do processo (cozimento), quando as temperaturas estdo acima de 80 °C ndo ha
acucares redutores o que limita a possibilidade de ocorréncia da reacdo de Maillard. Na fase de
fermentacdo a temperatura é de 32 °C para permitir atuacdo de leveduras vivas e nessa
temperatura ndo ocorre a reacdo de Maillard.

Ap0s a fermentagdo inicia-se o0 processo de destilacdo, que é a separagdo do alcool dos
componentes sélidos e da &gua contida na massa. A mistura é aquecida até a ebulicdo e 0s
vapores sdo resfriados até sua condensacdo (BOTHAST; SCHLICHER, 2005).

A mistura da fracao sélida e liquida remanescentes é classificada como o "residuo total”,
e a separacdo das mesmas se da por meio da centrifugacdo. A fracdo liquida passa por
evaporagdo com o intuito de remover &gua, resultando em soltveis de destilaria condensado,
ou seja, um xarope que contém aproximadamente 30% de MS. Esse xarope pode ser
recombinado com a fracdo sélida e essa mistura passar por processo de secagem para produzir
0 DDGS. Os so6lidos também sao chamados de “torta umida” e contém cerca de 35% de MS.
Este produto umido é conhecido como grdo Umido de destilaria (WDG). Se o xarope for
adicionado a fracdo solida, o produto final sera o grdo Umido de destilaria com soltveis
(WDGS) (BOTHAST; SCHLICHER, 2005).

A composicao nutricional do DDGS varia de acordo com a matéria prima utilizada e os
fatores de processamento para sua producdo. A variacdo da matéria-prima se da pelo tipo,
variedade e qualidade do gréo. Dentre os fatores de processamento, destacam-se variagdes
observadas no fluxo de producdo, bem como variagdes nas técnicas utilizadas: nos processos
de moagem, cozimento e fermentacdo (BELYEA; RAUSCH; TUMBLESON, 2004,
COUNCIL, 2012). De acordo com Liu (2011) o valor alimentar do DDGS varia dentro da
mesma planta industrial, de acordo com a safra (ano de producéo), dos cerais e até mesmo entre
os lotes desse mesmo cereal.

De acordo com Schone et al. (2017), a composicdo quimica do DDGS utilizado em seu
estudo foi de 90,62% de materia seca (MS), 25,65% de proteina bruta (PB), 2,33% de extrato
etéreo (EE), 72,95% de fibra em detergente neutro (FDN), 18,77% de fibra em detergente acido
(FDA) e 4,68% de cinzas. Contudo, segundo o Council (2012) a composi¢éo quimica do DDGS
americano é em média de 89,3% de MS, 30,9% de PB, 10,7% de EE, 7,2% de fibra bruta e

6,0% de cinzas, e essas diferencas podem ser atribuidas ao tipo de milho utilizado para obtencao
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do DDGS, bem como os procedimentos adotados para a produgdo (BELYEA; RAUSCH,;
TUMBLESON, 2004), principalmente as temperaturas registradas durante as diferentes fases
do processo.

Stock et al. (2000), descreveram o processo de moagem a seco, pelo qual o gréo,
principalmente o milho que contém dois tercos de amido, é hidrolisado e posteriormente
fermentado para produzir etanol. No processo de moagem a seco, 0S nutrientes restantes sao
concentrados em trés vezes mais. Neste processo, 0s nutrientes remanescentes sdo recuperados
e a agua é removida para produzir DDGS. Assim, 0s teores de proteina aumentam de cerca de
10% para 30%, a fibra em detergente neutro de 10% para 30% e o fosforo de 0,3% para 0,9%

de matéria seca.

2.2.2 DDGS na alimentacédo de bovino

O elevado contetudo de energia, proteina, e fosforo do DDGS, o torna um substituto
atraente para a substituicdo das fontes de proteina e energia tradicionalmente utilizadas nas
dietas de animais (COUNCIL, 2012). O DDGS contém nutrientes que permite sua utilizacédo
em dietas de bovinos de corte em diferentes fases da producdo. No Brasil, é utilizado em dietas
de terminacdo, pois tem entre 102 e 127% do valor energético do milho seco laminado. Ou seja,
pode ser efetivamente usado como fonte de energia e representar até 40% do consumo de MS
em dietas de terminacédo de bovinos, propiciando alto desempenho e qualidade de carcaca e da
carne, no entanto, devido a inclusdo de altos niveis de DDGS na dieta, 0os animais podem
consumir excesso de proteina e fésforo (COUNCIL, 2012).

Como mencionado anteriormente, de acordo com os métodos de producao, € necessario
ainclusdo de acido sulfurico na fase de liquefacdo no processo de obtencéo do DDGS, portanto
0 mesmo pode conter elevadas concentragdes de enxofre. Desta forma, quando os valores de S
sdo superiores a 0,40% MS na dieta de ruminantes, observa-se a polioencefalomalacia
(BOYLES, 2007). O enxofre é reduzido a sulfeto de hidrogénio por bactérias do rimen e este
se acumula no ramen causando toxicidade. A suplementacdo da dieta de ruminantes com cobre
ou tiamina pode aliviar este problema (COUNCIL, 2012).

Antibioticos sdo usados durante o processo de fermentacdo na producdo de etanol a
partir de cereais com intuito de controlar contaminacdo da massa com bactérias laticas. A
virginiamicina e a penicilina sdo os antibidticos mais usados para o controle destes
microrganismos. Devido as quantidades utilizadas serem pequenas, 0 6rgdo regulatorio norte

americano, Food and Drug Administration (FDA), aprovou o uso de virginiamicina na producao
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de etanol, e as evidéncias cientificas disponiveis indicam que ndo existem preocupac¢des quanto
a residuos ou riscos para a saude animal e humana (COUNCIL, 2012). Portanto, segundo o
Orgdo norte americano, 0 DDGS continua a ser um ingrediente seguro para alimentacéo animal.

Em uma meta anélise feita por Buckner et al. (2007), os autores concluiram que os
melhores resultados de desempenho no ganho de peso foram obtidos com a incluséo de 20 a
30% de DDGS na dieta de bovinos. Leupp et al. (2009), avaliaram os efeitos do fornecimento
de doses crescentes de DDGS e concluiram que adicionar 45% de DDGS na dieta de novilhos
em crescimento maximizou a digestdo e fermentacdo ruminal.

A acidose subaguda € um problema ao terminar animais com dietas de alto grdo, pois
estas dietas normalmente contém quantidade significativa de amido rapidamente fermentavel
no rumem. Dietas de terminacdo contendo DDGS reduzem acidose, (COUNCIL, 2012;
KLOPFENSTEIN; ERICKSON; BREMER, 2008) pois o teor de amido de DDGS é baixo (2 a
5% MS), e os teores de fibra e proteina sdo elevados, assim sendo, ao fornecer dietas contendo
mais de 20% de DDGS da MS, tem-se 0 adequado consumo de fibra, e a quantidade de forragem
utilizada na dieta pode ser reduzida.

O DDGS possui maior contetdo de PNDR quando comparado com outras fontes de
proteina, como os farelos de soja (fonte de PDR) e de algoddo (fonte de PNDR) (COUNCIL,
2012). Devido ao processo de hidrolise e fermentacdo do amido para produzir DDGS, a porcéao
de PNDR presente no grdo de milho fica mais concentrada.

A PNDR pode ter maior eficiéncia energética em comparacao a proteinas degradaveis
no ramen ou carboidratos por ndo sofrerem perdas durante a fermentacdo ruminal
(KLOPFENSTEIN; ERICKSON; BREMER, 2008). O National Research Council estima que
o0 DDGS de milho contém de 20- 30% de proteina bruta, da qual 50-55% é PNDR
(KLEINSCHMIT et al., 2007; TIARDES, 2002). No entanto, existem variagdes consideraveis
nas tecnologias de processamento entre as industrias de moagem a seco, e em relagdo aos gréos
crus utilizados nas plantas industriais. Tal fato leva a alteracfes substanciais da composi¢édo
quimica e das propriedades de degradacdo ruminal da proteina do DDGS. Por isso uma
estimativa mais precisa da cinética da degradacdo ruminal da matéria seca (MS) e fragdes da
PB ¢ exigida para se determinar corretamente a PNDR do DDGS (LEE et al., 2016).

A determinacéo de forma confiavel dos modelos dindmicos de degradacdo ruminal das
fraches de carboidratos e de proteinas sdo fundamentais para se obter o maximo beneficio
econémico da utilizagdo dos coprodutos. Portanto, para formular com preciséo as dietas para
atender a exigéncia de proteina do ruminante, existe necessidade de caracterizar mais

especificamente a cinética de degradacdo da proteina (especialmente a fracio PNDR) desse



17

coproduto (HEDQVIST; UDEN, 2006; WESTREICHER-KRISTEN; STEINGASS;
RODEHUTSCORD, 2013), e assim pode-se reduzir a perda excessiva de nitrogénio no meio
ambiente, trazendo beneficios econémicos, a0 mesmo tempo em que auxilia o melhor
desempenho animal (COUNCIL, 2012).

Alguns estudos sugerem que a PNDR pode explicar o maior valor alimentar do DDGS,
quando comparado ao milho. Na verdade, o valor do DDGS como fonte de proteina permanece
incerto. Estimativas anteriores de valores de PNDR do DDGS variaram de 40 a 70% segundo
Brake et al. (2010); Cao, Anderson e Kalscheur (2009); Islas e Soto-Navarro (2011); Leupp et
al. (2009).

O valor tabulado de PNDR do DDGS é 52%, conforme apresentado pelo NRC (2000) e
bem superior aos 30% de PNDR do farelo de soja. Erickson et al. (2005), indicaram que esse
alto valor de PNDR do DDGS é devido as caracteristicas da proteina do grao de milho ao invés
do contetdo de MS ou umidade.

O DDGS também é fonte de acidos graxos insaturados, pois estes acidos graxos
representam 80% da quantidade total (OMER et al., 2015; TAKAHASHI et al., 2008) . O teor
de EE presente no DDGS também varia de acordo com 0s processos para a obtencdo do
coproduto, e pode diminuir de acordo com os métodos utilizados pela indUstria para a extracao
do 6leo.

Diferencas no desempenho de animais alimentados com DDGS podem também ser
explicadas pela variacdo no conteddo de extrato etéreo (SPIEHS; WHITNEY; SHURSON,
2002).

Atkinson et al. (2012) avaliaram o efeito da inclusdo de 40 e 70% de DDGS com teor
de extrato etéreo entre 6 a 8% sobre o desempenho e qualidade da carne de novilhos Angus e
ndo observaram diferencas no desempenho nem sobre qualidade de carne dos animais.
Depenbusch et al. (2009) avaliaram os efeitos de quantidades crescentes de DDGS (0, 15, 30,
45, 60 e 75% na MS), sobre o desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade de carne de
novilhos cruzados e concluiram que o0 consumo de matéria seca, 0 ganho médio diario e 0 peso
final dos animais, foi positivo até a inclusdo de 15% na MS de DDGS na dieta. Gunn et al.
(2009) avaliaram a influéncia da proteina e da gordura do DDGS em dietas de confinamento
para novilhos Angus sobre o desempenho, caracteristicas de carcaca e qualidade da carne e
concluiram que houve efeito negativo quando DDGS foi utilizado na dieta nas proporcdes de
25 a 50% de MS.
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2.3 Uso dos gréos de destilaria e a qualidade de carne

2.3.1 Cor

A cor é considerada a mais importante caracteristica sensorial na aparéncia da carne,
podendo ndo apenas valoriza-la, mas também deprecid-la (MACDOUGALL, 1994). Os
principais pigmentos que ddo a cor ao musculo do animal engquanto vivo sdo a hemoglobina e
em segundo lugar a mioglobina. Porém, em situacdes normais, em que € realizada uma
adequada sangria, a mioglobina passa a ser responsavel por 90% ou mais da coloracdo do
produto (RAMOS; GOMIDE, 2007). Mancini e Hunt (2005) afirmaram que a cor da carne é
determinada pelo grupo heme, de acordo com a concentracdo do pigmento e estado quimico do
mesmo.

A cor ideal da carne bovina é a vermelha cereja brilhante (LUCHIARI FILHO, 2000),
0 que ¢é determinado mais precisamente pela forma quimica em que se encontra a mioglobina.
A mioglobina é um pigmento composto por um grupo heme ligado a uma proteina globular
chamada globina, sendo este grupo o componente croméforo responsavel pela absorcao de luz
e cor desses pigmentos (RAMOS; GOMIDE, 2007). O que varia é o sexto ligante deste grupo
heme e é 0 que vai determinar a forma quimica da mioglobina. A quantidade de mioglobina
presente no masculo é varidvel e varios sdo os fatores que influenciam esta concentragdo como,
por exemplo: a espécie, idade, atividade fisica, tipo de musculo entre outros (FELICIO, 1997).

O sistema CIE L* a* b* é usado para mensurar a cor de forma objetiva. O indice L* é
indicativo da luminosidade, ou seja, 0 quanto claro ou escuro € a cor, enquanto os indices a*
mede a cor vermelha e b* mede a cor amarela. Os valores encontrados na literatura dos indices
de cor da carne bovina, sdo dependentes de muitos fatores, pode-se encontrar para L* valores
entre 33,2a41,0;a*11,1a 23,6 e b*6,1 a 11,3 (MUCHENJE et al., 2009).

O Valor de L* no musculo pode ser atribuido ao pH final da carcaca. Depenbusch et al.
(2009) relataram carnes mais escuras em animais alimentados com mais de 45% de MS de
DDGS na dieta. Por outro lado, Gill et al. (2008) e Koger et al. (2010) observaram carnes com
maior luminosidade em animais alimentado com DDGS, do que animais que ndo receberam
DDGS.

Gill et al. (2008) relataram que a carne de animais alimentados com a inclusdo de DDGS
sdo menos vermelhas quando comparadas com a carne de animais alimentados sem a incluséo
de DDGS na dieta. Porém, Roeber, Gill e Dicostanzo (2005) relataram aumento do pigmento

vermelho em bifes de novilhos alimentados com DDGS.
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2.3.2 Maciez e composicao quimica

Além de cor, maciez é um dos parametros mais importantes da qualidade da carne.
Quando se fala em qualidade de carne bovina, logo se pensam em suculéncia, maciez e sabor.
Estas trés caracteristicas sdo apontadas pela maioria dos consumidores como sendo as
principais, por serem de facil percep¢do. Segundo Shackelford et al. (1991) a gordura
intramuscular € um dos principais fatores que atuam positivamente sobre estas caracteristicas.
A maciez pode ser medida por meio de analises sensoriais, indice de fragmentacdo miofibrilar
ou forga de cisalhamento. Nesse Gltimo, um aparelho é utilizado para medir a forga necessaria
para o cisalhamento de uma segéo transversal de carne e, quanto maior a forca dispensada,
menor é a maciez apresentada pelo corte de carne. Outra caracteristica relacionada a qualidade
da carne é o marmoreio, pois esta relacionada principalmente ao sabor e a suculéncia, sendo
essencial para a palatabilidade do alimento. Pode ser analisada por meio de escala de graduacéo
visual denominada Quality Grade ou através do teor de extrato etéreo que é medido na
composicdo quimica da carne. De acordo com Moore et al. (2010) e Savell, Cross e Smith
(1986) o teor extrato etéreo € positivamente correlacionado com marmoreio.

Aldai et al. (2010) compararam o uso de DDGS de trigo, DDGS de milho e dieta
controle a base de cevada em dietas de terminagdo de bovinos e mostraram que o uso de DDGS
de trigo ndo apresentou efeitos negativos sobre a qualidade da carne. JA& o DDGS de milho
proporcionou alguns efeitos positivos, como melhora na maciez e palatabilidade, devido a
auséncia de tecido conectivo, em relacdo a carne dos animais alimentados com a dieta controle
a base de cevada. Esses pesquisadores ndo relataram diferencas na composicdo quimica do
musculo com o uso das trés dietas.

Segers et al. (2011), Koger et al. (2010), e Gill et al. (2008) ndo relataram diferengas na
maciez em novilhos terminados com dietas com e sem a inclusdo de DDGS. De acordo com
Erickson et al. (2005), o uso de dietas contendo DDGS néo afetou a qualidade ou rendimento
de carcaca e também ndo houve efeito sobre as caracteristicas sensoriais da carne. Roeber, Gill
e Dicostanzo (2005) e Jenschke et al. (2007) avaliaram a cor, maciez e as caracteristicas
sensoriais da carne bovina de animais alimentados com 50% de inclusdo de DDGS na dieta e
observaram que ndo houve diferencas na maciez, sabor e suculéncia. Similarmente, Koger et
al. (2010) alimentaram novilhos mesticos de Angus usando dietas contendo 20 ou 40% de graos
de destilaria umidos ou secos com solUveis para substituir o farelo de soja e parcialmente o

milho quebrado e concluiram que ndo houve efeito sobre a maciez da carne desses animais.
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Leupp et al. (2009), avaliando o uso de doses crescentes de DDGS na dieta de novilhos,
concluiram que ndo foram observadas diferencas quanto ao desempenho e caracteristicas da
carcaca de novilhos alimentados com 0 ou 30% DDGS. O marmoreio e a maciez também néo
foram afetados pela dieta, mas os bifes de novilhos alimentados com DDGS durante a
terminacdo foram mais suculentos e tiveram mais sabor.

O teor dos componentes que compdem o musculo séo relativamente constante (cerca de
75% de agua, 19 a 25% PB e 1 a 2% matéria mineral), sendo que o teor de extrato etéreo € o
mais variavel dentre eles (GEAY et al, 2001). A variacdo de um dos componentes da carne
reflete na concentracdo dos demais componentes, por exemplo: se a concentracdo de EE no
masculo for alta, as propor¢oes de umidade, proteina e minerais reduzirdo (LAWRIE, 2004).

Segers et al. (2011) alimentaram animais do desmame até a terminacdo com dietas
contendo 25% de DDGS ou gluten de milho e mostraram que a composic¢ao quimica e a maciez
do mausculo longissimus lumborum ndo foram afetados pelo uso dessas dietas, quando
comparadas a dietas contendo farelo de soja como suplemento proteico. Similarmente, Omer et
al. (2015) estudando o efeito de substituir farelo de algoddo por DDGS sobre a fermentacao
ruminal, caracteristicas de carcaca, perfil de acidos graxos do mdsculo de animais cruzados
(Baladi x Friesian) concluiram que a inclusdo de DDGS néo afetou a composi¢ao quimica do

musculo desses animais.

2.3.3 Perfil de &cidos graxos

O perfil de acidos graxos (AG) deve ser levado em consideracdo ao avaliar a qualidade
da carne. Determinados AG apresentam comportamentos distintos no organismo humano,
podendo ser benéficos ou maléficos a satde, assim sendo os consumidores tém se atentado para
essas consequéncias. De acordo com Webb e O’Neill (2008) sdo considerados maléficos para
salde humana os &cidos graxos miristico, palmitico e laurico, por elevarem os niveis de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sangue, e beneficos os acidos graxos linoleico
conjugados (CLA) que sdo considerados anticarcinogénicos e hipolipidémico, e os poli-
insaturados (AGPI), que participam de varios processos bioldgicos relevantes para a salde
humana. A carne bovina é fonte natural de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e poli-
insaturados (AGPI) (VARELA et al., 2004), dentre os AGPI existem os isdmeros do &cido
linoleico conjugado (CLA), em especial o C18:2 cis-9, trans-11 (FRENCH et al, 2000;
SCOLLAN et al., 2001).
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E possivel manipular o perfil de 4cidos graxos da carne de ruminantes através da
alimentacdo dos animais (FRENCH et al., 2003; GEAY et al, 2001; MADRON et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2011). No caso de ruminantes a alteracdo do perfil de acidos graxos ocorre
através da reducdo do processo de biohidrogenacdo ruminal. O processo de biohidrogenacéo é
a transformacédo de AGI em AGS pelo micro-organismos ruminais.

Segundo Ladeira et al. (2007) a crescente busca por formas de manipulacéo do perfil de
acidos graxos na carne de bovinos tem por objetivo a producdo de uma carne de melhor
qualidade para o consumidor e, consequentemente a isso, diminuir a associa¢do de consumo de
carne vermelha a problemas de saude, pensando em longo prazo, nos ganhos proporcionados a
toda cadeia produtiva da carne.

Quando ruminantes ingerem lipideos de origem vegetal, ricos em AGPI, por exemplo o
acido linoleico, héa o processo de biohidrogenacdo, onde 0s micro-organismos saturam os acidos
graxos insaturados e h& formacdo do produto final, o cido estearico (C18:0). Quando esse
processo é incompleto, ocorre a formacao de &cidos intermediarios, o CLA (C18:2 c9, t11) e
do acido vacénico (C18:1 t11) (PALMQUIST; MATTQOS, 2006). Considerando que o acido
vacénico é um intermediario da biohidrogenacéo dos acidos linoleico e linolénico no ramen, o
consumo de alimentos com estas fontes resultard na presenca de CLA na carne (MEDEIROS
et al., 2005).

O fato do DDGS ser fonte de acidos graxos insaturados explica o resultado de alguns
trabalhos cientificos com o uso de DDGS nas dietas de bovinos com efeitos variaveis nas
caracteristicas da carcaca, perfil de acidos graxos da carne e atributos sensoriais. De acordo
com Koger et al. (2010) a incluséo de DDGS na dieta de bovinos ndo alterou a concentragéo de
AGS, porém aumentou PUFA, o que resultou em maior susceptibilidade a rancidez oxidativa.
Por outro lado, Depenbusch et al. (2009) observou maior concentracdo de acidos graxos
linoleicos, 6mega 6 e PUFA, porém ndo observou efeitos sobre a rancidez oxidativa com a
inclusdo de DDGS na dieta de bovinos. Gill et al. (2008) avaliando a inclusdo de DDGS na
dieta de bovinos reportou aumento da relagdo dos acidos graxos n-6:n- 3. Segers et al. (2011),
avaliando animais terminados com dietas contendo DDGS, concluiram que 0s animais que ndo
consumiram DDGS tiveram maiores concentragdes de AGS no masculo quando comparados
aos animais que ingeriram DDGS.

O mausculo de animais alimentados com DDGS apresenta menos &cidos laurico,
miristico e palmitico (SEGERS et al., 2011), o que é bom para saide humana, uma vez que
esses acidos sdo considerados indesejaveis por serem hipercolesterolémicos (FRENCH et al.,
2003; HEGSTED et al., 1965).
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Gill et al. (2008), Koger et al. (2010) and Segers et al. (2011), observaram que a inclusdo
de DDGS na alimentacdo de animais em terminacdo ndo afetou as concentra¢des de CLA no
musculo desses animais. Por outro lado, Depenbusch et al. (2009) reportou 0 aumento da
concentracdo de CLA no musculo de animais alimentados com DDGS.

Schoonmaker, Trenkle e Beitz (2010), estudaram o efeito de diferentes concentractes
de gréo imido de destilaria em dietas com alta e baixa inclusdo de foragem sobre o marmoreio
e encontraram aumento da concentracdo de AGPI e reducdo de AGS na carne de novilhos
alimentados com baixa inclusdo de foragem, porém evidenciaram maiores concentracfes de
CLA em animais alimentado com alta inclusdo de forragem e concluiram que a maior
concentracdo de AGPI pode ser responsavel pela mudanca na deposicdo de gordura para tecido

magro em animais alimentados com grdo imido de destilaria.

2.3.4 Oxidacdo lipidica

A oxidacdo lipidica é uma caracteristica que esta diretamente relacionada a vida util do
produto. O prejuizo oxidativo é o maior fator ndo microbiano responsavel pela deterioracdo da
qualidade de carne (OLIVEIRA et al., 2011; WOOD et al., 2004). E um processo inevitavel
com o tempo, que é influenciado pelas concentragcfes de acidos graxos insaturados, oxigénio e
substancias quimicas, os quais aceleram a oxidacdo (KANNER et al., 1988).

O grau de oxidacdo lipidica da carne esta diretamente ligado ao tipo de estrutura lipidica
(SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999). Pode-se dizer que os alimentos que apresentam
maiores teores de acidos graxos insaturados (AGI), principalmente AGPI, sdo mais susceptiveis
a oxidacdo lipidica e, consequentemente, se relacionam negativamente com o sabor do alimento
(DUCKETT; ANDRAE; OWENS, 2002).

O teste de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) é um método analitico
para mensurar a oxidacao lipidica. O teste de TBA quantifica o malonaldeido, um dos principais
produtos de decomposicdo dos hidroperoxidos de acidos graxos insaturados, formado durante
0 processo oxidativo. A reacdo envolve o acido 2- tiobarbiturico com o malonaldeido,
produzindo um composto de cor vermelha (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999).

O fato do DDGS ser fonte de acidos graxos insaturados faz com que a carne de bovinos
alimentados com esse alimento aumente 0s seus teores, tornando-o mais suscetivel a rancidez
oxidativa. De acordo com Koger et al. (2010), a inclusdo de 20 ou 40% de DDGS em dietas de

terminacdo de bovinos eleva a proporcao de &cidos graxos poli-insaturados, o que pode levar a
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rancidez oxidativa. Gill et al. (2008) também atribuiram a maior oxidag&o lipidica na carne dos
animais alimentados com DDGS com o aumento das concentra¢cbes de AGPI no musculo.
Embora a quantidade de AGPI no DDGS estar relacionada com a oxidacéo lipidica do musculo
de animais alimentados com esse coproduto, essa afirmacdo pode ndo ser observada em todos
os estudos. Depenbusch et al. (2009) ndo encontraram diferencas em relacdo a oxidacao lipidica
da carne de novilhos cruzados alimentados com niveis crescentes de DDGS na dieta, quando
comparado aos animais alimentado com milho laminado. Segers et al. (2011), trabalhando com
novilhos alimentados com DDGS também ndo encontraram efeitos significativos sobre a

oxidacdo lipidica do masculo desses animais.

2.4 Expressao génica e metabolismo lipidico

Caracteristicas de carcaca como 0 marmoreio, sd0 extremamente complexos e estdo
sujeitas ao controle ndo s6 de fatores ambientais, mas também de redes de genes interligados,
cada um exercendo pequenos efeitos que se combinam para produzir mudancas fisiologicas
(WU et al., 2006). Atividade enzimatica no metabolismo energético e as vias lipogénicas sao
em grande parte resultado da taxa em que as enzimas sé@o sintetizadas Salati et al. (2004);
Freyssenet (2007). O regulamento metab6lico depende fortemente da regulagdo transcricional
como um mecanismo de longo prazo para determinar o nivel de expressdo de enzimas chave
(DESVERGNE; MICHALIK; WAHLI, 2006).

O conhecimento do padrdo de expressao de genes em tecidos ou Orgaos especificos,
pode auxiliar nos estudos que buscam compreender mecanismos metabdlicos importantes que
afetam certas caracteristicas de importancia econdmica em bovinos. Para medir a expressao
génica métodos tradicionais de analise como a RT-gPCR (reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real) sdo utilizadas. Essa técnica permite que o RNA mensageiro seja quantificado,
possibilitando a analise da expresséo dos genes a partir de uma quantificacéo relativa (HEID et
al., 1996). E uma metodologia embasada na cinética de fluorescéncia que possibilita a
quantificacdo do produto da PCR. A técnica consiste na sintese de um DNA complementar
(cDNA) a partir de um RNA-molde. O cDNA sintetizado ¢é entdo amplificado
exponencialmente pela PCR e pode ser facilmente detectado. E um processo que combina em
um sé procedimento, amplificacdo e deteccdo (CIKOS; BUKOVSKA; KOPPEL, 2007), mas

para tal é necesséria uma pré-selecdo de genes unicos (primers).
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2.4.1 Fatores de transcricdo e o metabolismo lipidico

Fatores de transcri¢ao séo proteinas acessorias que identificam as sequéncias especificas
a serem transcritas, dando assim inicio a transcricdo (PIERCE, 2011). Esses fatores de
transcrigdo, quando ligados a sequéncias especificas de DNA controlam a sintese de RNAmM. A
expressdo destes fatores e sua atuacdo dependem do estimulo, da situacdo fisioldgica e do
estadgio de desenvolvimento do organismo, sendo assim expressos apenas em momentos
apropriados.

Um fator de transcricdo responsavel pela regulacdo do metabolismo lipidico € a proteina
chamada de Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissomas (PPARs) (MUOIO; KOVES,
2007). Esse fator possui trés isoformas, PPAR, a, v € 6/B, que se diferenciam pelo tecido alvo,
propriedades fisiologicas e estagios de desenvolvimento do tecido (DESVERGNE; WAHLLI,
1999). O PPARa atua na sintese e na [3-oxidacdo dos acidos graxos no musculo (BIONAZ et
al., 2013). O PPARYy ¢ essencial para adipogénese (OBSEN et al., 2012) e atua na sintese de
lipideos (VYAS etal., 2014). Os AGPI estimulam a expressdo do PPARG que possui correlacéo
positiva com a expressdo da SCD e LPL aumentando lipogénese (CLARKE, 2000;
CORAZZIN, 2013; FERNYHOUGH et al., 2007; SEVANE et al., 2013). Similarmente, 0
PPARA apresenta correla¢fes positivas entre a expressao do PPARA no musculo de bovinos
com 0s genes que codificam as enzimas LPL e SCD1 (OLIVEIRA et al, 2014).

Outro fator de transcricdo como Proteinas Ligantes aos Esterdides (SREBP), que
desempenham um papel central na homeostase energética, promovendo a lipogénese e
adipogénese (EBERLE et al., 2004). Diferencas no nivel de expressao do gene SREBF1 podem
levar a diferengas na composicdo de acidos graxos no tecido adiposo dos animais. De acordo
com Botolin et al. (2006) em ratos, os AGPI inibem a transcricdo de genes envolvidos na
lipogénese no figado, por rapidamente reduzir os fatores transcricionais ligados a SREBP, o
que reduz a ativacao do gene que codifica a enzima acetil coA carboxilase (ACC), reduzindo
consequentemente a sintese de novo de acidos graxos. Dietas que aumentam C18:2 trans-10,
cis-12 reduz a expressao da SREBF1 o que consequentemente reduz a biossintese através da
reducdo da expressdo genica de enzimas chave (TEIXEIRA et al., 2017).

O acumulo de gordura intramuscular se da pelo aumento de sintese de triglicerideos
realizada através dos acidos graxos provenientes da dieta ou da sintese de novo e pela reducédo
da lipolise. Os acidos graxos e uma pequena quantidade de triacilglicer6is que chegam no
adipécito sdo hidrolisados pela lipoproteina lipase (LPL) (HOCQUETTE; GRAULET;

OLIVECRONA, 1998). A entrada desses acidos graxos livres no adipdcito ocorrem através de
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transportadores como as Proteinas de Ligacdo ao Acido Graxo (FABPs) (JURIE et al., 2007).
A FABP4 esta associada ao metabolismo energético do musculo ao direcionar os acidos graxos
de cadeia longa para a oxidacgéo ou esterificacao, contribuindo assim, para 0 armazenamento de
gordura entre as fibras musculares (BRANDSTETTER et al, 2002; GERBENS, 2004).

A sintese de novo ocorre pela acao da acetil-coA carboxilase ACACA e pela &cido graxo
sintase (FASN). Apos a sintese ou captacdo pelos adipdcitos, os &cidos graxos sofrem agao da
estearoil CoA dessaturase (SCD1) que é responsavel pela conversdo de AGS em acidos graxos
monoinsaturados, conversao de acido estearico em acido oléico que sdo associados a maciez e
sabor da carne (MATSUISHI; FUJIMORI; OKITANI, 2001). Duckett, Pratt e Pavan (2009),
estudando a expressdo do gene SCD1, concluiram que este esté relacionado com o percentual
de AGPI e que alteracdes da expressao desse gene ja refletiram diferencas no teor de AGMI e
na relacdo AGMI:AGS do tecido adiposo subcutaneo. A enzima SCD1, além de responsavel
pela conversdo de AGS em AGMI, também esta associada a conversdo do acido vaccénico
(C18:1 trans 11) a CLA (C18:2 cis 9, trans 11) (SMITH et al., 2006), assim a suplementacéo
lipidica pode diminuir a expressdo da SCD1, reduzindo a conversdo de acido vaccénico a CLA
(GILLIS; DUCKETT; SACKMANN, 2004).

O conteudo de AGPI regula a expressdo da SCD1 no masculo, alterando assim o perfil
de acidos graxos na carne (Waters et al., 2009). Ladeira et al. (2014) demonstrou aumento nas
concentra¢fes de CLA no musculo de animais alimentados com grdos de soja comparado a
animais alimentos com gordura protegida, de acordo com (OLIVEIRA et al, 2014), esse
resultado pode ser devido a maior expressdo da SCD1 no musculo. Por outro lado, Herdmann
et al. (2010), relataram que animais alimentados com dietas com maior teor de AGPI n-3
tiveram menor expressao de SCD1 e consequentemente menores concentracdes de CLA cis-9,
trans-11 e oleico no masculo.

Para que a lipGlise ocorra, os acidos graxos precisam entrar na mitocondria afim de
serem [3-oxidados. A enzima responsavel pelo transporte dos acidos graxos para dentro da
mitocondria é a Carnitina Palmitoil Transferase (CPT) por estar localizada na membrana da
mitocondria. Bionaz, Thering e Loor (2012), sugerem que a oxidacdo de acidos graxos esta
relacionada & maior entrada destes no citoplasma pela agdo da FABP4 e consequentemente nas
mitocondrias pela CPT.

Segers et al. (2017) estudando o efeito de dietas a base de DDGS sobre a adipogénese e
a lipogénese, metabolitos sanguineos e composicao de carcaca em bezerros em crescimentos,

concluiram que as dietas a base de DDGS com diferentes niveis de proteina e extrato etéreo
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aumentaram adipogénese em nivel transcricional, mas a diferenga na expressdo génica
encontrada néo foi suficiente para alterar a qualidade da carcaca.

Zhang et al. (2015) avaliando o efeito de dietas com diferentes niveis crescentes de
DDGS resultando em diferentes niveis energéticos sobre a expressao de genes relacionados ao
metabolismo lipidico no tecido adiposo conclui que maior energia na dieta resulta em maior
acumulo de gordura subcuténea devido a expressdo de genes lipogénicos (PPARG, LPL, FASN,
SREBF1, ACACA, SCD e A-FABP) e reducao da expressdo de genes lipoliticos (HSL e CPT-

1) no tecido adiposo.
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CAPITULO 11

ARTIGO - QUALITATIVE CHARACTERISTICS OF BEEF AND EXPRESSION OF

LIPOGENIC GENES FROM YOUNG BULLS FED DRIED DISTILLERS GRAIN!

ABSTRACT

The objective was to analyze tenderness, fatty acid profile, color and expression of genes
involved in lipid metabolism in the muscle of young bulls fed diets with dry distillers grain with
solubles (DDGS). Forty Longissimus thoracis from Nellore young bulls were analyzed in a
completely randomized design, with two treatments: without or with DDGS in the diet (21%
DM of diet). Eight rumen-fistulated Nellore bulls received the same diets and were assigned to
a cross-over design to collect samples from the omasum to analyze fatty acid profile escaping
rumen-reticulum. There was an interaction between time and diet for component L* and a
higher SF. Bulls fed DDGS had higher concentration of polyunsatured and omega 6 fatty acids
in the omasum. Muscle of animals fed DDGS had higher concentration of unsaturated FA, and
there was a tendency to have reduced expression of LPL gene. DDGS can be fed as a protein

supplement while maintaining meat quality when compared with steers fed cottonseed meal.

Keywords: DDGS. Fatty acids. Meat color. Tenderness.

1. INTRODUCTION
The rises of costs in regular feedstuffs have lead beef producers to examine more cost-
effective production methods and new sources of protein and energy as dry distillers grains with

solubles (DDGS). The availability of DDGS in Brazil has led to start research on their effects

! Artigo formatado segundo as normas do periédico Meat Science.
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on feedlot performance and carcass quality in Bos indicus. Usually, DDGS is a coproduct
recognized as a good source of rumen undegradable protein (UDP) (Council, 2012). However,
protein availability of distillers grains can be different among ethanol industrial plants,
presumably due to differences in heating (Fastinger, Latshaw, & Mahan, 2006).

When starch in corn is fermented to produce ethanol, the remaining nutrients (protein,
fat and fiber) are concentrated about 3-fold. Metabolism studies suggest that fat in DDGS may
be partially protected from ruminal degradation leading to greater proportion of unsaturated
fatty acids at duodenum (Klopfenstein, Erickson, & Bremer, 2008). Both, fat and undegradable
protein content in DDGS explain some, but not all, of the greater nutritional value of DDGS
compared with corn (Klopfenstein et al., 2008).

Fatty acid composition is one of the determining factor behind fat quality, lipid
oxidation rate and flavor (Wood et al., 2003). In this case, beef from cattle finished on diets
containing DDGS will likely have greater concentration of PUFA and, therefore, may be more
susceptible to oxidative rancidity (Koger et al., 2010). Depenbusch, Coleman, Higgins and
Drouillard (2009) found that concentration of linoleic acid, total n-6 fatty acids, and total PUFA
linearly increased with increasing levels of DDGS. In addition to performance, carcass and beef
quality traits are also important issues when a new fed ingredient is tested. In this sense, meat
color is one of the most influential factors determining beef purchases for consumers. Animal
diet can affect meat glycogen storage, antioxidant accumulation and chilling rate, which may
influence muscle pH, myoglobin oxidation and finally beef color (Mancini & Hunt, 2005).

Fatty acid profile in muscle is also dependent of membrane transporters and enzymes
activities, which can be evaluated indirectly by gene expression analyses. According to (Smith,
Gill, Lunt, & Brooks, 2009), stearoyl CoA dessaturase (SCD) converts saturated fatty acids
(SFA) into monounsaturated fatty acids (MUFA), also SCD converts trans-vaccenic acid to

conjugated linoleic acid (CLA). Lipoprotein lipase (LPL) and fatty acid binding protein
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(FABP4) activity may also be influenced by fatty acids in the muscle. According to Oliveira et
al. (2014) stearic acid concentration is positively correlated with the expression of these genes.

The hypothesis of this study is that young bulls feeding DDGS may improve fatty acid
profile and affect expression of genes involved in lipid metabolism, reducing lipogenesis, even
with a low ether extract DDGS. Therefore, the objective was to analyze carcass traits, chemical
composition, fatty acid profile, tenderness and color of beef from young bulls fed diets with or
without the inclusion of low ether extract DDGS. In addition, expression of genes involved in
lipid metabolism in the muscle of these young bulls were also analyzed, and fatty acid escape

from the rumen.

2. MATERIALS AND METHODS
Two experiments were carried out simultaneously at the Department of Animal Science
of the Sao Paulo State University. The protocol used was approved by the Ethics, Committee

of animal use CEUA/UNESP- Jaboticabal (protocol number 12703/15).

2.1. Animals, diet and slaughter
Experiment 1

Eight rumen-fistulated Nellore bulls assigned to a cross-over design with three periods
of 24 days each, received diets contained corn silage as forage in the ratio of 30:70
(forage:concentrate) and two different concentrates: one without DDGS (control) and other
with the inclusion of 21% in the dry matter of DDGS (Table 1). Diets were formulated
according to National Research Council (NRC, 2000) to be isonitrogenous and were given ad
libitum to the animals at 7:30 and 15:30. This trial had the objective to collect samples from the
omasum to analyze fatty acid profile escaping rumen-reticulum. Twenty-one adaption days and

3 days of data collection were used in this trial. From each animal, in each period and in eight
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different time points samples were collected and lyophilized for the fatty acid profile analysis

(Allen & Linton, 2007).

Experiment 2

Forty Nellore young bulls with an average initial body weight of 442 + 43 kg were
allotted in a completely randomized design with 2 treatments and 20 repetitions. Experimental
period lasted 84 days and was preceded by an adaption period of 21 days. At the beginning of
the adaption period, animals were treated for internal parasites (Doramectina 1% / Dectomax,
Zoetis, Campinas, SP, Brazil). Animals were housed in individual pens with 32 m? and received
the same diets as the fistulated animals.

Animals fed with DDGS were slaughtered with 564 kg and animals fed control diet with
513 kg (P = 0.004) by captive bolt and exsanguination, followed by hide removal and
evisceration. Carcasses were identified, washed and divided into halves. Initial pH was
subsequently measured at one hour post mortem, between the 12th and 13th ribs of longissimus
thoracis (LT), using a Mettler M1120x pH meter (Mettler, Toledo International Inc,. Columbus,
EUA). Afterwards, the half carcasses were individually weighed and put into cold storage at
2°C for approximately 24 h. After cooling the carcass, final pH was measured at the same place

as the initial pH was measured.
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Table 1

Percentage of ingredients, chemical composition and percentage of fatty acids of experimental

diets.
Diet CONTROL! DDGS?
Ingredients, % of DM
Corn silage 30.0 30.0
DDGS - 21.0
Cottonseed meal 16.0 -
Ground corn 42.0 34.6
Mineral mixture® 11.96 14.45
Nutrients, % of DM
Dry matter * 73.4 73.7
Crude protein 14.2 15.1
Rumen degradable protein (%PB) 74.3 61.8
Rumen undegradable protein (%PB) 25.7 38.2
Neutral detergent fiber 21.8 31.6
Non-fiber Carbohydrate 69.3 66.1
Ether extract 1.94 2.16
Starch 42.2 36.7
Fatty acids, % of DM
Lauric, C 12:0 2.33 0.13
Myristic, C 14:0 3.99 0.19
Myristoleic, C14:1 c9 1.34 0.054
Pentadecylic, C15:0 1.89 0.45
Palmitic, C16:0 18.8 22.9
Palmitoleic, C16:1 c9 3.77 0.51
Stearic, C 18:0 7.66 2.84
Oleic, C18:1¢c9 17.3 37.2
Elaidic, C18:1 19 1.15 0.13
Linoleic, C18:2 c9c12 12.9 26.4
o-linolenic, C18:3 n3 3.92 3.67
Arachidic, C20:0 2.47 0.39
EPA, C20:5n3 1.72 0.03
DHA, C22:6 n3 0.78 0.14

Diet without DDGS; 2Diet with 21% DDGS in DM and corn meal; 3-Assurance levels per kg of
concentrate: CONTROL- (NDT 63%, kaolin: 7.06 g; CaCos: 1.97 g; Urea: 1.02 g; Ca: 1.39g; P: 0.3 g;
Na: 0.35 g; Zn: 48 mg; Cu: 15.7 mg; Mg: 35.9 mg; Co: 0.92 mg; I: 0.7 mg; Se: 0.2 mg; Vitamin A:
2.600 UI; Vitamin D: 360 Ul; Vitamin E: 36 mg; Fe: 66.8 mg; F: 3.34 mg; sodium monensin 23 mg).
DDGS- (NDT 63%, kaolin: 8.23 g; CaCos: 2.58 g; Urea: 1.02 g; Ca: 1.5g; P: 0.3 g; Na: 0.36 g; Zn: 48
mg; Cu: 15. 7 mg; Mg: 35.9 mg; Co: 1.21 mg; I: 7 mg; Se: 0.2 mg; Vitamin A: 2.600 Ul; Vitamin D:
360 Ul; Vitamin E: 36 mg; Fe: 56.75 mg; F: 12.3 mg; sodium monensin 23 mg, Bicalcium phosphate:
0.129g); 4- Natural matter basis.
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Table 2

Chemical composition of dry distillers grain.

Nutrients, % of DM

Dry matter * 90.46
Crude protein 28.98
Rumen degradable protein (%PB) 61.8
Rumen undegradable protein (%PB) 38.2
Ashes 4.74
Ether extract 3.11
Starch 5

1- Natural matter basis.

2.2. Fatty acid from omasum

Lipid content from omasum were extracted from lyophilized samples according to
procedure established by Shingfield et al. (2003) and methylated according to Christie (1982)
with adaptions by Chouinard, Girard and Brisson (1998).

After transmethylation, omasum samples were analyzed in a gas chromatographer
(Focus GC-Finnigan, Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA), with a flame ionization detector
and a capillary column SLB-IL111 with 100 m x 0.25 um internal diameter and 0.20 um film
thickness (Supelco, Bellefonte, PA, USA). Hydrogen was used as the carrier gas at a flow rate
of 2.0 mL/min. The starting programmed temperature of the oven was 70 °C, which was
maintained for 4 min, followed by an increase of 13 °C/min up to 150 °C, maintained for 39
min and an increase of 10 °C/min up to 215 °C, maintenance for 10 min, 53 min in total. The
vaporizer temperature was 250 °C and the detector was at 300 °C.

The different fatty acids for omasum were identified by comparison of the retention
times of methyl esters in the samples with commercial standards (Supelco TM Component
FAME Mix, cat 18919, Sigma Supelco, Bellefonte, PA, USA) and Conjugated Linoleic Acid,

CLA, cat 05632 — Sigma Supelco, Bellefonte, PA, USA). Fatty acids were quantified by
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normalizing the areas of methyl esters. Fatty acid results were expressed as percentage of the

area (%) obtained using Chromquest 4.1 software (Thermo Electron. Milan. Italy).

2.3. Meat collection and analysis

Fat thickness was measured between the 12" and 13" ribs, ¥ of the medial border of
the LT with a graduated caliper. Rib eye area was also measured between the 12" and 13" ribs
and outlined in transparency paper and determined after reading in LAI-3100 area meter (LI-
COR, Lincoln, NE, USA).

Twenty-four hours after the slaughter and after cooling, six 2.54 cm-thick steaks of the
LT muscle were collected from the left side of the carcass from the 13™ rib for chemical
composition, fatty acid profile, color, thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS index),
cooking loss (CL) and shear force (SF) analyses. Each steak was identified and vacuum packed
in polyethylene bags (water vapor permeability <10 g/m?/24 h at 38 °C and oxygen permeability
<40 mL/m?/24 h at 25 °C) and storage at —20 °C for 30 days until analysis procedure.

One of the six steaks was thawed overnight at room temperature (4 °C), ground and used
to analyze beef composition (protein, ether extract, ashes and dry matter) in the Laboratory of
Meat Quality at Federal University of Lavras using near infrared analyzes AOAC method:
2007-04) through the equipment Foodscan™ (FOSS, Hillerod, Denmark). Four of the six steaks
were thawed at 4 °C overnight before aging for 0, 7, 14 and 21 days post mortem at 4 °C, and
each sample was analyzed for color, CL and SF. CL was obtained as the difference between the
weight of the steak before and after cooking on a pre-heated grill at 200 °C. A thermometer was
used to monitor the internal temperature of the steak until the center reached 71 °C.
Subsequently, each steak was conditioned to room temperature and after temperature

stabilization the steak was weighed (AMSA, 1995).
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Shear force was obtained from the same samples used for CL and analyzed in the same
day. Six slices samples per steak with 1.0 x 1.0 x 2.5 cm, free of visible fat and connective
tissue were obtained from the center of cooked samples with the direction of muscle fibers
parallel to the length (Silva et al., 2015). Each slice was completely sheared perpendicularly to
the muscle fibers with a Warner—Bratzler blade of 1.016 mm at a speed of 200 mm/min (Ramos
& Gomide, 2007) using a TA.XT.plus texture analyzer (Stable Micro Systems Ltd., Vienna
Court, UK). Maximum force (N) was recorded and the average from six slices was used as
shear force value for each animal.

The last steak was used to analyze the fatty acid profile. Muscle lipid were extracted
according to the procedures established by Hara and Radin (1978) and methylated according to
Christie (1982).

After transmethylation, muscle samples were analyzed in the same gas chromatographer
as the omasum samples within the same program. The different fatty acids for muscle were
identified by comparison of the retention times also as the omasum samples.

The A9 desaturase and elongase enzyme activity indexes were caculated according to
Malau-Aduli, Siebert, Bottema and Pitchford (1997). The atherogenic index was calculated
according to Ulbricht and Southgate (1991) as an indicator of the risk of cardiovascular disease.

The calculations were performed as follows:

A9 desaturase activity 16: 100 [(C16:1ci1s9)/(C16:1¢is9+C16:0)];
A9 desaturase activity 18: 100 [(C18:1ci1s9)/(C18:1¢is9+C18:0)];
Elongase activity: 100 [(C18:0+C18:1cis9)/(C16:0+C16:1cis9+ C18:0+C18:1cis9)]; and

Atherogenic index: [C12:0 + 4(C14:0) + C16:0]/XMUFA + PUFA).
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2.4 Thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)

From the steaks chosen for the TBARS analyzes, twenty gram of meat sample from each
steak was thawed at 4 °C to perform analyzes in two different time points. Zero and four days
were chosen in order to simulate retail display. Samples were identified, packed in polyethylene
tray, overwrapped with PVC film and stored for 0 and 4 days at 4 °C. The determination of
thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS) was performed according to Tarladgis, Watts,
Younathan and Dugan (1960) and adapted by Carvalho et al. (2014). The absorbance was
measured at 530 nm in a spectrophotometer (Bel Photonics, model SP 1105, Piracicaba, Brazil).
The TBARS value expressed as the mg of malonaldehyde/kg meat was obtained multiplying

absorbance by 7.8.

2.5. Meat color

Determination of the L*, a* and b* color components during blooming was done after
thawing LT muscle samples for 12 hours in refrigerated temperature (4 °C). Beef were removed
from the packaging and exposed at room temperature for 30 min for myoglobin oxygenation.
Color reading was performed on the surface of steaks with a Minolta CM-700
spectrophotometric colorimeter (Konica Minolta, Osaka, Japan) and using the CIE L*a*b*
system, illuminant A and 10° as the standard observing point. Six readings were performed per

slice and the averages were used in the statistical analysis.

2.6. Gene expression analyses

Samples for gene expression were collect in the LT from the hot carcass, stored in liquid
nitrogen and immediate stored in -80 °C until analysis procedure. The design of target and
reference primers was performed using sequences that are registered and published in the

GenBank public data bank, a National Center for Biotechnology Information (NCBI) platform.
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Primers (Table 3) were designed using the Oligo Perfect Designer software (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany).

Total RNA was extracted from the LT muscle samples using QlAzol (QIAGEN,
Valencia, CA, USA) and treated with Turbo DNA-free (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The
cDNA synthesis was performed using the High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Then samples were stored at -20 °C.

For gene expression analysis by reverse-transcription quantitative PCR (RT-gPCR), the
Mastercycler realplex (Eppendorf, Foster City, CA, USA) was used with the SYBR Green
detection system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The RT-gPCR analyses for each
studied gene were performed using cDNAs from 20 biological replicates with three technical
replicates per biological replicate. The results were normalized using the threshold cycle (CT)
method for the expression of the reference genes fg-actin and glyceraldehyde- 3-phosphate
dehydrogenase. A validation assay was performed to demonstrate that the amplification
efficiencies of the target and reference genes were approximately equivalent. Standard curves
were generated for the studied genes with the following dilutions: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 and
1:3125.

The relative expression levels were calculated according to the method described by
Pfaffl (2001) which is based on CT values that are corrected for the amplification efficiency for

each primer pair.
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Sequences (5’ to 3”) and efficiencies of the primers used in the reverse-transcription quantitative PCR (RT-qPCR).
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Symbol Name Forward (F) and reverse (R) Access number Amplicon R?  Efficiency
PPARA Peroxisome proliferator - F CAATGGAGATGGTGGACACA NM_001034036.1 95 0.99 99.2
activated receptor alpha R TTGTAGGAAGTCTGCCGAGAG
PPARG Peroxisome proliferator - F CGACCAACTGAACCCAGAGT NM_181024.2 83 0.99 99.9
activated receptor gamma R TCAGCGGGAAGGACTTTATG
SREBF1 Sterol regulatory element F GAGCCACCCTTCAACGAA NM_001113302.1 88 0.98 94.6
Binding protein RTGTCTTCTATGTCGGTCAGCA
SCD1 Stearoyl CoA desaturase FTTATTCCGTTATGCCCTTGG NM_173959.4 83 0.98 95.8
R TTGTCATAAGGGCGGTATCC
ACACA Acetyl CoA carboxylase F TGAAGAAGCAATGGATGAACC NM_174224.2 88 0.99 96.6
R TTCAGACACGGAGCCAATAA
LPL Lipoprotein lipase F CTCAGGACTCCCGAAGACAC NM_001075120.1 98 0.99 96.7
RGTTTTGCTGCTGTGGTTGAA
FABP4 Adipocyte-type fatty F GGATGATAAGATGGTGCTGGA NM_174314.2 73 0.99 92.6
acid-binding protein R ATCCCTTGGCTTATGCTCTCT
FASN Fatty acid synthase F ATCAACTCTGAGGGGCTGAA U34794.1 83 0.97 99.5
R CAACAAAACTGGTGCTCACG
ACOX Acyl-coenzyme A oxidase 1 F GCTGTCCTAAGGCGTTTGTG BC102761.2 83 0.99 99.0
R ATGATGCTCCCCTGAAGAAA
CPT2 Carnitine palmitoyltransferase 2 F CATGACTGTCTCTGCCATCC BC105423.1 91 0.91 99.9
R ATCACTTTTGGCAGGGTTCA
S-actin pS-actin F GTCCACCTTCCAGCAGATGT BC142413.1 90 0.99 100.0
R CAGTCCGCCTAGAAGCATTT
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate F CGACTTCAACAGCGACACTC NM_001034034.1 96 0.99 101.4

Dehydrogenase

R TTGTCGTACCAGGAAATGAGC
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2.7. Statistical analyses

The pH, chemical composition, fatty acid profile (meat and omasum) and enzyme
indices were analyzed using PROC GLM from SAS with the treatments as the fixed effect and
animal as random effect. Shear force, CL, color and lipid oxidation were analyzed using PROC
MIXED procedure of SAS. For these characteristics, the model included diet and days along
with their interaction as fixed effects, and animals as random effect. Animals within treatment
were considered as random variable and day as a repeated measure in time.

To calculate gene expression a Shapiro-Wilk test was performed to assess the normality
of all collected data. When data were not normally distributed, they were transformed using
PROC RANK from SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA). Then, gene expression was analyzed
using PROCGLM from SAS.

Characteristics with P < 0.05 were discussed as significant effect and 0.05 < P < 0.10

were discussed as trends.

3. RESULTS
The LT muscle of animals fed DDGS had greater protein and collagen content, but
moisture content was the opposite, being greater in muscle of animals fed control diet. Rib eye

area, ash and ether extract concentrations were not affected by treatments (Table 4).
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Chemical composition (%) of longissimus thoracis from young bulls fed dried distillers grains

with solubles (DDGS) or a diet without distillers grain with solubles (Control).

Treatment
Muscle Chemical Composition Control* DDGS? SEM P- Value
Moisture (%) 73.4 72.7 0.22 0.04
Protein (%) 22.1 22.7 0.22 0.05
Ether extract (%) 3.03 3.07 0.17 0.87
Ashes (%) 1.37 1.43 0.11 0.69
Collagen (%) 1.33 1.49 0.04 0.01

1Diet without DDGS:; 2Diet with 21% DDGS in DM and corn meal.

Analysis of fatty acid showed that lauric and pentadecylic acid content was greater in

the omasum and consequently in the muscle of animals fed control diet. Analysis of fatty acid

escape from rumen showed that palmitoleic acid content was greater in the omasum of animals

fed control diet. Muscle of young bulls fed control diet had greater concentration of myristic

and palmitic acids. On the other hand, linoleic acids contents were greater in the omasum and

in the muscle of animals DDGS diet. Oleic acid contents were greater in the omasum of animals

DDGS diet, and there was a tendency of trans-octadecenoic acid and CLA contents to be greater

in the omasum of animals fed DDGS. Concentration of arachidonic acids contents were higher

in the muscle of animals fed DDGS diet. Palmitoleic, stearic, octadecenoic, oleic, CLA, o-

linoleic and Docosa-hexaenoic-acid (DHA) content were not different in the muscle of animals

from both treatments (Table 5).
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Table 5
Composition (%) of main fatty acids in the omasum and muscle of young bulls fed dried

distillers grains with solubles (DDGS) or a diet without distillers grain with solubles (Control).

Omasum Muscle
FATTY ACID
Treatment Treatment
Control* DDG? SEM P-Value Control! DDG? SEM P-Value

Lauric 0.15 0.12  0.005 0.01 0.07 0.06 0.003 0.02
Myristic 1.05 1.13  0.080 0.45 3.08 2.67 0.128 0.03
Myristoleic nd nd - - 0.66 0.66 0.043 0.99
Pentadecylic 0.65 0.52  0.027 0.01 0.31 0.26 0.011 0.01
Palmitic 15.4 15.0 0.38 0.39 2607 2409 0421 0.01
Palmitoleic 0.55 044 0.018 0.01 3.60 3.57 0.120 0.84
Stearic 60.9 60.1 1.123 0.61 13.8 136  0.530 0.75
Octadecenoic 4.53 534 0.290 0.06 1.02 1.00 0.064 0.86
Oleic 4.01 4,72 0.198 0.02 38.5 40.2 0.758 0.12
Elaidic 0.39 0.41 0.025 0.65 0.15 0.15 0.015 0.93
Linoleic, 0.73 1.25 0.139 0.02 3.56 6.35 0.380 <0.01
CLA 0.01 0.02 0.008 0.07 0.25 0.26  0.016 0.65
a-linolenic 0.01 nd - - 0.21 0.22 0.015 0.56
Arachidic nd nd - - 0.02 nd 0.004 0.01
Arachidonic nd nd - - 0.82 1.13  0.098 0.03
EPA nd nd - - nd nd - -
DHA nd nd - - 0.05 0.07 0.008 0.23

IDiet without DDGS:; ?Diet with 21% DDGS in DM and corn meal.

Omasum and consequently muscle of animals fed DDGS had greater concentration of
polyunsatured and omega 6. Muscle of animals fed DDGS had greater concentration of
unsaturated, omega 6/omega 3 ratio. Concentration of saturated acids and unsaturated/saturated

ratio was greater in the muscle of animals fed control diet (Table 6).
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Proportion of fatty acids (%) in the omasum and muscle of young bulls fed dried distillers grains

with solubles (DDGS) or a diet without distillers grain with solubles (Control).

FATTY ACID Omasum Muscle
Treatment Treatment

Control* DDG? SEM P-Value Control* DDG? SEM Vsl_ue
> Saturated 80.1 79.9 0.662 0.84 4573 4232 0.761 0.01
> Unsaturated 18.6 19.4 0.603 0.36 53.05 56.57 0.738 0.01
> UFA/ Y SFA 0.24 0.24 0.009 0.65 1.71 1.35 0.039 0.01
> Monounsatured 17.93  18.23 0.488 0.67 47.02  48.02 0.892 0.43
> Polyunsatured 0.74 1.26 0.124 0.01 5.36 858 0532 0.01
> Omega 3 0.01 0.01 0.005 0.49 0.26 0.29 0.019 0.33
> Omega 6 0.67 1.2 0112 0.01 4.39 7.49 0471 <0.01
> Omega 6/ > Omega 3 6.42 200 6.44 0.15 16.11 25.15 0.816 <0.01

Muscle of animals fed DDGS had greater concentration of elongase activity and the

atherogenicity index was greater in the muscle of animals fed control diet (Table 7).

Table 7

Indices of enzymes involved in fatty acid metabolism and atherogenic index of muscle of young

bulls fed dried distillers grains with solubles (DDGS) or a diet without distillers grain with

solubles (Control).

FATTY ACID Treatment

CONTROL! DDG? SEM P- Value
A9 desaturase 16 11.76 12.20 0.372 0.40
A9 desaturase 18 73.94 74.55 0.916 0.88
Elongase 63.47 65.23 0.484 0.02
Atherogenicity index 0.73 0.64 0.026 0.02

Diet without DDGS; ?Diet with 21% DDGS in DM and corn meal.

A9-desaturase activity 16: 100 [(C16:1cis9)/(C16:1cis9+C16:0)];

A9-desaturase activity 18: 100 [(C18:1cis9)/(C18:1cis9+C18:0)];

Elongase activity: 100 [(C18:0+C18:1cis9)/(C16:0+C16:1cis9+C18:0+C18:1cis9)];
Atherogenicity activity: [C12:0+4(C14:0)+C16:0//XMUFA + ZPUFA).
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Beef from animals fed DDGS did not differ in lipid oxidation compared with muscle
from animals fed control diets. However, beefs in day 0 were less oxidated compared with the
analyses done 4 days after (Figure 3).

There were no treatment effect in expression of PPARA, PPARG, SREBF1, FABP4,
ACACA, FASN, SCD1 and ACOX. However, muscle of animals fed DDGS diet had lesser
expression of LPL and tended to increase the expression of CPT2 (Figure 4).

There was an interaction between aging time and diet for L* in muscle from animals fed
DDGS (Figure 1A). Muscle of animals fed DDGS had higher L* during 14 days of aging them
values dropped, and, muscle of animals fed control had higher L* values after 7 days them
values dropped. When a* and b* were evaluated, muscle from animals fed DDGS tended to
have higher a* and had higher b* compared with steaks from animals fed control diet.
Components a* decreased until 7 days for both treatments and then started to increase, and
component b* decreased until 7 days for control and 14 days for DDGS then started to increase
(Figure 1B and 1C).

Muscle from animals fed DDGS had greater SF and CL compared to animals fed control
diet (Figure 2). SF was affected by aging time, decreasing during 21 days of aging time (Figure
2A) and CL also was affected by aging time, increasing after 7 days of aging time in muscle of
animals fed DDGS and decreasing after 7 days of aging time in muscle of animals fed control

diet.

4. DISCUSSION

Chemical composition of bovine muscles is relatively constant (approximately 75%
water, 19 to 25% protein and 1 to 2% minerals), and the greatest variability observed is usually
in lipid content (Geay, Bauchart, Hocquette, & Culioli, 2001). In this study, as usualy expected,

the variation in protein and moisture was proportional, when moisture was greater in control
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diet, protein content was lesser, and the opposite happened, when moisture was lesser in DDGS,
protein content was greater. Different results were reported by Segers et al. (2011) that found
no differences in moisture, protein, or lipid hen steers were fed with DDGS as a protein source.
Also, Aldai, Aalhus, Dugan, Robertson, McAllister, Walter and McKinnon (2010), reported no
difference in beef lean tissue composition when corn, wheat dried distillers grains, or a barley-
based finishing diets were fed to beef cattle.

The absence of difference in the ether extract content of muscle can be explained by the
lack of diet effect on expression of genes linked to lipogenesis and lipolysis. Intramuscular fat
content is the result between synthesis, muscle uptake and degradation, and gene expression
results show that these mechanisms were acting in a similar way. PPARA regulates lipid
metabolism, being responsible for the synthesis and the B-oxidation of fatty acids in the muscle
(Bionaz, Chen, Khan, & Loor, 2013), PPARG is essential for adipogenesis (Obsen et al., 2012)
and SREBF1 is associated with regulation of lipogenesis (Harvatine, & Bauman, 2006). As no
difference in this three transcription factors were found in this study (Figure 4), probably
lipogenesis and lipolysis were similar in muscle of both groups, and also that may result in no
differences in other genes expression. For example, genes related to the fatty acids synthesis in
the muscle, (ACACA, FASN and SCD1), and genes related to fatty acid degradation in the
muscle (ACOX) had no difference on their mMRNA abundance.

The greater concentration of PUFA in the omasum of young bulls fed DDGS and
consequently in the muscle of those animals, was probably due to the greater concentration of
linoleic acid in DDGS diet. These differences are largely attributed to increased quantities of
the C18:2 cis 9, cis-12 by approximately 78.4% in beef from animals fed DDGS. There was
also an increase of 71.2% of this fatty acid in the omasum of DDGS fed animals. DDGS is a
coproduct resulted from corn ethanol plant where starch content of the corn is hydrolyzed and

fermented to alcohol to be used as energy source. Therefore, the final starch content of DDGS
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is 5%, and there is an increase in other nutrient such as protein, fiber and ether extract. However,
the DDGS used in this study had low ether extract, due to its original process and the EE content
of the corn used to produce ethanol. It is possible to see the efficiency of the muscle to use or
uptake PUFA due to the large difference on its concentration in omasum and muscle. Fatty
acids absorbed in the intestine may be taken up to be used in intramuscular fat or subcutaneous
tissue, in this case, more PUFA was taken up by muscle while SFA went to subcutaneous.

Muscle from animals fed DDGS had lower lauric, myristic and palmitic acids, which is
beneficial for human health, because they are considerate hypercholesterolemic (Vahmani et
al., 2015). According to French, O'Riordan, Monahan, Caffery and Moloney (2003), myristic
acid is the most undesirable SFA for human health, along with lauric and palmitic acid.
According to Woollett, Spady and Dietschy (1992), the fatty acids act on LDL receptors in the
liver, thereby reducing uptake of LDL from plasma. Also the atherogenicity index was smaller
in animals fed low ether extract DDGS diets, which demonstrate a better fatty acid profile of
the muscle when it was used.

The greater amounts of hypercholesterolemic fatty acids in the beef from bulls fed
control diet can be due to the lower UFA concentration. In other words, UFA from DDGS
diluted muscle SFA content. Similar results were observed in Koger et al. (2010) and Segers et
al. (2011) study, using DDGS to finishing steers.

The n-6 and n-3 fatty acids are known for their effects on human health (Gill, Van
Overbeke, Depenbusch, Drouillard, & DiCostanzo, 2008). Therefore, the balance of n-6 to n-3
fatty acids is an important determinant in reducing the risk of inflammatory and autoimmune
disorders such as diabetes, CHD, hypertension, diabetes and arthritis (Vahmani et al., 2015).
DDGS was able to reduce hypercholesterolemic fatty acids, but acted increasing n-6:n-3 ratio

since DDGS diet had low EPA and DHA. However, results of this study were above the ratio
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considered ideal, according to the Department of Health (1994), the ideal omega-6:0mega-3
ratio must be between 4:1 and 5:1.

CLA cis- 9, trans- 11 is other important fatty acid for human health and it is produced,
in the rumen, as an intermediate of biohydrogenation (Bauman, Baumgard, Corl, & Griinari,
2000) or, in the muscle, by the action of SCD (Smith et al., 2006). Therefore, an explanation
for the absence of difference of CLA cis 9, trans-11 content in the muscle is due to no difference
in the expression of SCD1, since this encode the enzyme that converts trans-vaccenic acid to
CLA. In addition, the lack of difference on trans octadecenoic acids also explain this result.
This observation are in agreement with previous studies by Gill et al. (2008), Koger et al. (2010)
and Segers et al. (2011), showing that the use of DDG in feedlot diets has few or no effect on
CLA content.

The greater expression of LPL in LT muscles of animals fed control diet can be due to
the difference in the composition of fatty acids in the muscle tissue, once ether extract were
similar in both diets (Table 1). According to Wang, Kuksis and Manganaro (1982) and Oliveira
et al. (2014), LPL expression is regulated by fatty acids. The greater concentration of linoleic
and arachidonic acid in muscle of bulls fed DDGS diets may explain LPL expression results.
Joseph, Pratt, Pavan, Rekaya and Duckett (2010) examining changes in expression of genes
involved in lipogenesis in bovine adipose tissues from animals fed corn oil (57% C18:2 n-6)
showed that adding 0.31 kg/d of oil supplementation down-regulates gene expression of LPL.

Lipid oxidation, increased over time as indicated by TBARS concentrations. Similarly
of this trial, Depenbusch et al. (2009) did not found difference among increasing DDGS in lipid
oxidation, compared with steam-flaked corn. Similarly, Segers et al. (2011), working with
steers fed DDGS did not found significance effect. However, Gill et al. (2008) found greater
lipid oxidation in the muscle from animals fed DDGS at 15% of the DM diet and attributed this

result to the increased in PUFA concentrations in the muscle. Likewise, Koger et al. (2010)
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concluded that beef from cattle finished on diets containing DGGS will likely have a greater
proportion of PUFA and therefore may be more susceptible to oxidative rancidity. Even thought
there was a greater concentration of PUFA in the muscle of animals fed DDGS in the present
study, TBARS was not affected and one explanation is the low concentration of ether extract in
muscles, compared to the other studies mentioned above.

Despite an increase oxidation during aging time, this meat is considerate acceptable for
consumption. According to (Tarladgis et al., 1960), TBARS value of approximately 0.5 mg of
malonaldehyde/kg of meat can be considered the threshold for acceptable meat, and above this
values indicate a level of lipid oxidation products, which can be detected by consumers.

Meat color is mainly determined by the concentration of pigment and chemical state of
the heme group (Mancini & Hunt, 2005). In this study, L* values changed over the display
period (aging time), probably due to myoglobin oxidation. According to Faustman and Cassens
(1990) and McKenna et al. (2005) the decline of the meat color indices over the aging period
can be attributed to the oxidation of myoglobin (deoxymyoglobin or oxymyoglobin) to
metmyoglobin, probably due to decreased metmyoglobin reducing activity, resulting in
metmyoglobin accumulation in meat. Depenbusch et al. (2009) only reported darker color in
steaks from heifers fed DDGS at 45% of diet DM. Data from our study also agree with those
of Gill et al. (2008), who noted lighter color from cattle fed DDGS than cattle fed no distillers
grains. Koger et al. (2010) reported that beef from cattle fed distillers grains were redder than
beef from cattle fed no distillers grains, which is in agree with the present study, that showed a
tendency for meat to be redder with the inclusion of DDGS.

Results of Smith, Crouse, Mandigo and Neer (1977) and Coleman et al. (1995) indicated
that tenderness, as measured by SF, is sensitive to diet effects. According to Koohmaraie
(1992), 85% of tenderness variation can be due to enzymatic process variation established

during aging time process. Along with diet and aging time, final muscle pH can influence meat



58

tenderness, as observed in the present study. The muscle final pH from animals fed DDGS was
lower, therefore more free water was available to lose, that may be the reason for beef to became
less tender (Lobo-Jr et al., 2012). However, Roeber, Gill and DiCostanzo (2005), Gill et al.
(2008), Koger et al. (2010) and Segers et al. (2011), reported no differences in SF values of

beefs from steers fed diets with or without distillers grains.

5. CONCLUSION

This study suggests that dried distillers grains plus solubles with low ether extract
increases beef quality by improving fatty acid profile and color. In addition, the use of this
ingredient with low EE concentration is not able to change expression of most genes involved

in lipid metabolism.
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Fig. 1. A- Lightness index (L*), B- redness (a*) and C- yellowness (b*) of meat from young
bulls fed dried distillers grain with solubles (DDGS) or a diet without distillers grain with

solubles (Control) on different aging times.
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Fig. 2. A- Shear force (SF) and B- Cooking loss (CL) of meat from young bulls fed dried
distillers grain with solubles (DDGS) or a diet without distillers grain with solubles (Control)

on different aging times.
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Fig. 3. Lipid oxidation of meat from young bulls fed dried distillers grain with solubles

(DDGS) or a diet without distillers grain with solubles (Control) on different aging times.
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Fig. 4. Gene expression of the muscle of young bulls fed dried distillers grains with solubles

(DDGS) or a diet without distillers grain with solubles (Control).



