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RESUMO

BITENCOURT, Luciene Lignani. Desempenho e eficiéncia alimentar de
vacas leiteiras suplementadas com levedura viva. 2008. 58 p. Dissertacdo
(Mestrado em Zootecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.'

O desempenho ¢ a utilizagdo de nutrientes por vacas leiteiras suplementadas
com Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM I-1077 (Lallemand SAS, Francga)
foram avaliados. Vinte vacas Holandesas, com média de 143+49 dias em
lactagdo no inicio do experimento, formaram dez blocos com base na produgao
de leite e foram aleatoriamente alocadas a uma seqiiéncia de dois tratamentos,
em delineamento de reversdo simples, com periodos de 28 dias. Mensuragdes
foram realizadas na quarta semana de cada periodo. Os tratamentos foram: 10 g
do produto Natucell (Ouro Fino Saude Animal, Brasil), capaz de propiciar
1x10" ufc de leveduras vivas, ou a mesma quantidade de placebo. Os
tratamentos foram alocados sobre a dieta total de cada vaca. A composi¢do da
dieta foi (% MS): Silagem de milho (43,9), feno de tifton (2,0), milho floculado
(14,4), polpa citrica peletizada (16,9) e farelo de soja (21,7). O teor de proteina
bruta da dieta foi 16,8%, FDN foi 30,9% e CNF foi 41,0% da MS. Os dados
foram analisados com um modelo contendo os efeitos de bloco, vaca dentro de
bloco, periodo e tratamento. A suplementagdo com leveduras aumentou as
producdes diarias de leite (29,4 vs. 28,5 kg, P=0,11), proteina (0,919 vs. 0,884
kg, P=0,05) e lactose (1,265 vs. 1,212 kg, P=0,06), e ndo teve efeito sobre a
gordura do leite (P=0,53). O consumo diario de matéria seca foi 21,4 kg com
leveduras e 20,7 no controle (P=0,11). A digestibilidade aparente da FDN no
trato digestivo total foi 48,1% com leveduras e 43,2% para o controle (P=0,08).
Houve aumento no consumo de matéria organica digestivel com a
suplementacdo de leveduras (P=0,07). Os parametros descrevendo a
fermentacdo e os microorganismos do rimen nao variaram entre os tratamentos.
A concentracdo de derivados purinicos na urina foi numericamente aumentada
pela suplementacdo com leveduras (P>0,20). A resposta positiva em
desempenho a suplementacdo com leveduras vivas parece ter sido resultado da
melhor digestibilidade da dieta.

! Comité Orientador: Prof. Marcos Neves Pereira — UFLA (Orientador), Prof*. Nadja
Gomes Alves — UFLA, Prof®. Adriana de Souza Coutinho — UFLA.



ABSTRACT

BITENCOURT, Luciene Lignani. Performance and feed efficiency of
lactating cows supplemented with live yeast. 2008. 58 p. Dissertation (Master
in Animal Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.”

Performance and nutrient utilization of dairy cows supplemented with
Saccharomyces cerevisiae strain CNCM 1-1077 (Lallemand SAS, France) were
evaluated. Twenty Holsteins, averaging 143449 days in lactation at the
beginning of the trial, formed ten blocks based on milk yield and were randomly
assigned to a sequence of two treatments, in a cross-over design, with 28-day
periods. Measurements were performed on the fourth week of each period.
Treatments were: 10 g of the product Natucell (Ouro Fino Satide Animal, Brazil)
capable of providing 1x10' cfu of live yeast or the same amount of placebo.
Treatments were fed daily by allocation to each cow over the individually fed
TMR. Diet composition was (% of DM): Corn silage (43.9), tifton hay (2.0),
steam-flaked corn (14.4), pelleted citrus pulp (16.9), and soybean meal (21.7).
Diet crude protein content was 16.8%, NDF was 30.9%, and NFC was 41.0% of
DM. Data was analyzed with a model containing the effects of block, cow
within block, period and treatment. Yeast supplementation increased daily milk
(29.4 vs. 28.5 kg, P=0.11), protein (0.919 vs. 0.884 kg, P=0.05) and lactose
yields (1.265 vs. 1.212 kg, P=0.06), and had no effect on milk fat (P=0.53).
Daily dry matter intake was 21.4 kg with yeast and 20.7 for the control
(P=0.11). Total tract apparent digestibility of the NDF was 48.1% with yeast and
43.2% for the control (P=0.08). There was a increased intake of digestible
organic matter with yeast supplementation (P=0.07). Rumen fermentation and
microbial parameters did not change between treatments. The concentration of
purine derivatives in urine was numerically increased by yeast supplementation
(P>0.20). The positive performance response to live yeast supplementation may
have been the result of better diet digestibility.

? Guidance Committee: Prof. Marcos Neves Pereira — UFLA (Advisor), Prof. Nadja
Gomes Alves — UFLA, Prof®. Adriana de Souza Coutinho — UFLA
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1 INTRODUCAO

O rimen é um ecossistema aberto, no qual o alimento consumido pelo
animal ¢ continuamente transformado em acidos graxos volateis e massa
microbiana, as principais fontes de energia e proteina para o ruminante. As
interacdes entre as espécies de microorganismos do rimen e o ruminante sao
exemplos mais perfeitos e complexos da possibilidade de simbiose entre seres
vivos (Russell, 2002). No entanto, as praticas alimentares necessarias para
atender a alta demanda nutricional de ruminantes de alto desempenho sdo um
novo desafio a microflora ruminal (Pereira, 2005). A manipulagio da
fermentacdo ruminal é uma rota capaz de aumentar a eficiéncia digestiva nestes
animais (Weimer, 1998).

A suplementacdo dietética de aditivos microbianos pode aumentar a
eficiéncia digestiva de ruminantes (Wallace, 1994). Estes probidticos sao uma
alternativa atraente relativamente ao uso de promotores de desempenho
quimicos por serem mais coerentes a tendéncia “naturalista” do mercado
consumidor. A suplementacdo com cepas especificas de leveduras vivas pode
aumentar o consumo de matéria seca (Wohlt et al., 1991; Erasmus et al., 1992) e
a producao de leite (Williams et al., 1991; Eramus et al., 1992; Piva et al., 1993).
O principal mecanismo pelo qual estes microorganismos exercem efeito positivo
sobre o desempenho animal parece estar associado a atuacdo sobre a fungdo
ruminal (Dawson et al., 1990).

As respostas observadas quanto ao uso de leveduras sdo dependentes da
dosagem, do tipo de microorganismo, da dieta basal e do manejo alimentar
adotado (Newbold et al., 1995). As leveduras disponiveis no mercado variam

quanto a espécie e cepa, nimero de células vivas e tipo do meio de crescimento



utilizado (Erasmus et al., 1992), ndo sendo, provavelmente, correto assumir que
todas induzem resposta idéntica sobre o ambiente ruminal (Callaway & Martin,
1997). A eficacia em ruminantes de cepas produzidas industrialmente deve ser
comprovada experimentalmente.

Estudos in vitro utilizando Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM I-
1077 tém demonstrado a habilidade desta levedura de melhorar o ambiente
ruminal (Michalet-Doreau & Morand, 1997), estimular a populagdo microbiana
(Michalet-Doreau et al., 1997) e aumentar a digestdo da fibra (Chaucheyras-
Durand, 2001). A resposta em desempenho de vacas leiteiras a suplementagio
com esta levedura pode ser positiva (Chevaux et al., 2002; Sniffen et al., 2004).
O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da suplementacdo com
Saccharomyces cerevisiae CNCM I-1077 sobre o desempenho ¢ a eficiéncia
alimentar de vacas leiteiras alimentadas com dietas baseadas em silagem de
milho, alta inclusdo de polpa citrica peletizada e baixo teor de amido oriundo do

concentrado.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 “Direct-fed microbials™ versus probioticos

A utilizagdo de probidticos na alimentacdo de animais de produgdo foi
inicialmente baseada na possibilidade de efeito benéfico sobre o trato digestivo
inferior, por favorecer o estabelecimento de uma microflora intestinal mais
desejavel, capaz de prevenir a sua colonizagdo por microorganismos patogénicos
(Krehbiel, 2003). Mais recentemente, tem sido demonstrado que alguns
probidticos podem atuar beneficamente sobre o ambiente ruminal (Martin &
Nisbet, 1992; Newbold et al., 1996).

Os probidticos podem ser definidos como suplementos alimentares
microbianos vivos que afetam de maneira benéfica o animal hospedeiro por
melhorar sua flora microbiana intestinal (Fuller, 1989). Segundo Vanbelle et al.
(1990), a maioria dos pesquisadores assume que o termo probidtico se refere a
um produto com quantidades significativas e viaveis de bactérias laticas.

Em 1989, o FDA norte-americano recomendou que a utilizagcdo do termo
“direct-fed microbial” (DFM) seria mais correta que a de probidticos. O FDA
define como DFM uma fonte viva (viavel) de microorganismos de ocorréncia
natural (Martin & Nisbet, 1992). Os microorganismos utilizados como DFM
para ruminantes incluem fungos e bactérias. Entretanto, leveduras comerciais

nem sempre sao uma fonte viva de microorganismos.



2.2 Leveduras

7

As leveduras sdo fungos unicelulares eucariontes, isto ¢, organismos
com nucleo organizado, pertencentes ao Reino Protista. Por serem organismos
aclorofilados, sdo heterotrofos. Estes podem viver tanto na presenga como na
auséncia de oxigénio, reproduzindo-se rapidamente quando o meio ¢é rico em
oxigénio (Tortora et al., 2000). Sdo de ocorréncia natural dentro do rimen
(Lund, 1974). Seu crescimento 6timo se da a uma temperatura de 25°C, ou seja,
abaixo da temperatura do fluido ruminal, ao redor de 39°C. A limitada
reproducdo destes microorganismos dentro do ramen sugere que as leveduras
nele presentes sdo membros transitérios do fluido, sendo continuamente

introduzidos pela alimentagao.

2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Apesar de cepas de Aspergillus oryzae serem comercializadas para
ruminantes (Amaferm, BioZyme Enterprises, Inc., St. Joseph, EUA), a levedura
mais utilizada na alimentag¢@o animal é o Saccharomyces cerevisiae (Martin &
Nisbet, 1992). Esta espécie de levedura ¢ comumente encontrada no ambiente
ruminal e, como o proprio nome indica, ¢ uma ativa fermentadora de
carboidratos (Lund, 1974). A temperatura e a composi¢ao quimica do fluido
ruminal tendem a ser inibitorios para o crescimento do Saccharomyces
cerevisiae (Wallace & Newbold, 2007). Entretanto, apesar de nao se
reproduzirem no ambiente ruminal, as leveduras retém sua atividade metabolica
e viabilidade (Newbold et al., 1996).

Por ndo ser capaz de colonizar o trato digestivo, o Saccharomyces

cerevisiae necessita ser constantemente introduzido com o alimento.



Chaucheyras-Durand et al. (1998) demonstraram que o ntimero de células
vidveis de levedura reduz drasticamente no fluido ruminal 30 horas depois de
cessada a suplementacdo. Estes autores relataram, ainda, que de 17 a 34% das
células de leveduras permanecem vivas durante seu transito pelo trato
gastrointestinal.

No Instituto Luis Pasteur, na Franga, encontram-se registradas mais de
duas mil cepas de leveduras. As cepas diferem quanto as propriedades fisico-
quimicas, o que confere a elas propriedades metabolicas distintas. Existem
leveduras que metabolizam quantidades elevadas de agucares, outras que
toleram altos niveis de sal, assim como cepas que sdo mais sensiveis as altas
temperaturas. Resisténcia a antibidticos e capacidade respiratoria também sdo
caracteristicas de algumas cepas. As diversas cepas de Saccharomyces
cerevisiae diferem na sua habilidade de promover mudangas na fermentagdo
ruminal, havendo, assim, cepas tidas como especificas para ruminantes

(Newbold et al., 1995).

2.2.2 Cultura de levedura

A cultura de levedura é o produto composto por células vivas de
leveduras e seu meio de crescimento, desidratado de uma maneira que permita
preservar a capacidade fermentativa desses microorganismos (Association of
American Feed Control Officials, 1997). Normalmente os suplementos
comerciais sdo constituidos pela cultura de levedura, constituida por uma unica
cepa e um numero variavel de células viaveis (ufc/g) (Wallace & Newbold,
2007). Entretanto, alguns produtos sdo compostos por leveduras mortas e seu
mecanismo de ag¢do ndo envolve a atividade metabdlica das leveduras no
ambiente ruminal (Diamond V, Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA). Nas

culturas de leveduras inativas a agdo ¢ mediada pelos metabdlitos do processo



fermentativo gerados industrialmente, ¢ que podem estar presentes nos

organismos ou no meio de cultivo.

2.3 Acéo do Saccharomyces cerevisiae no rimen

Alguns mecanismos de a¢cdo tém sido descritos para explicar os efeitos
que as culturas de Saccharomyces cerevisiae exercem sobre a microbiota do
ramen e a produgdo animal. Wallace (1994) prop6s um modelo sugerindo que as
respostas em consumo ¢ desempenho animal induzidas por leveduras sdo

mediadas por alteragdes na fermentacdo ruminal e na digestao.

2.3.1 Anaerobiose

Apesar de o rimen ser considerado um ambiente anaerobico, algum
oxigénio € carreado quando do consumo de alimentos, ruminagdo ou ingestao de
agua (Scott et al., 1983). A presenga de O, no ramen pode inibir o crescimento
de bactérias estritamente anaerobicas (Rose, 1987) e o O, adsorvido as particulas
alimentares pode prejudicar a adesdo de bactérias celuloliticas a celulose (Roger
et al., 1990).

A remogdo do O, presente no ambiente ruminal, pela atividade
respiratoria das leveduras, pode elevar o niimero de bactérias anaerdbicas no
fluido ruminal, principalmente bactérias celuloliticas (Wallace & Newbold,
2007), entretanto existe pouca informagao na literatura sobre quanto a atividade
respiratoria das leveduras varia entre as diversas cepas de Saccharomyces
cerevisiae. Newbold et al. (1996) estimaram que a capacidade de consumo de
oxigénio das cepas NCYC 240 e NCYC 1026 seria de 155 + 20,8 umol/min/g.



Newbold et al. (1996) adicionaram quatro cepas de Saccharomyces
cerevisiae, NCYC 240, NCYC 1026, NCYC 694, NCYC 1088, ao fluido
ruminal in vitro, na concentragdo de 1,3 mg/ml, e observaram que as cepas
NCYC 240 e NCYC 1026 aumentaram a taxa de desaparecimento de O, em 46 e
89%, respectivamente, e estimularam o crescimento de bactérias relativamente
ao controle. As cepas NCYC 694 ¢ NCYC 1088, que ndo foram capazes de
afetar a utilizagdo de O,, também ndo alteraram o numero de bactérias,
sugerindo que o consumo de O, ¢ um mecanismo pelo qual leveduras podem

estimular o crescimento da populagdo microbiana no rimen.

2.3.2 Fatores de crescimento

As leveduras poderiam afetar o crescimento microbiano no rimen pela
secrecao de compostos quimicos no fluido ou pela presenca dos mesmos no
meio de cultivo e nos microorganismos produzidos industrialmente. Tem sido
proposto que acidos organicos, principalmente malato, vitaminas, em especial as
do complexo B, e amino4cidos atuariam como fatores de crescimento capazes de
estimular a microbiota do raimen (Nisbet & Martin, 1991).

Callaway & Martin (1997) postulam que a sintese microbiana de
vitamina B e acidos orgéanicos seria satisfatoria para suprir a exigéncia por estes
nutrientes para o animal e para os microorganismos. No entanto, esta sintese
pode ndo ser constante entre as diferentes dietas. Sendo assim, o fornecimento
de leveduras promoveria uma maior concentragdo desses fatores soluveis,
estimulando a sintese microbiana.

Newbold et al. (1996) observaram que houve producdo de malato por
células de Saccharomyces cerevisiae cepa NCYC 240 incubadas in vitro. A
concentragdo inicial de malato no fluido ruminal subiu de 10 para 25,5 mg/l

depois de 2 horas, equivalente a 12,8 mg de malato/g de levedura incubada. A



centrifugacdo e remocdo das células de leveduras do fluido ruminal resultaram
em diminui¢do na concentra¢do de acido malico, indicando que o malato estava
majoritariamente presente dentro das células.

Newbold et al. (1996) também avaliaram os efeitos da levedura e do
acido malico sobre a populagdo microbiana ruminal in vivo. Quatro ovelhas
adultas fistuladas no rimen foram utilizadas em delineamento do tipo Quadrado
Latino 4x4, com periodos de 18 dias. Os animais foram alimentados com 0,85
kg de cevada e 0,55 kg de feno de graminea e os tratamentos foram: Controle
ndo suplementado, 4 g/dia de Saccharomyces cerevisiae cepa NCYC 240, 50
mg/d de malato misturada a cevada ou infusdo ruminal de 100 mg/d de malato,
de forma a simular uma possivel liberacdo continua de adcido malico no fluido
ruminal por células lisadas de leveduras. A suplementagdo com leveduras vivas
aumentou em 39% o namero total de bactérias por ml de fluido. Houve
tendéncia de aumento na populagdo de bactérias celuloliticas com a adi¢ao de
Saccharomyces cerevisiae e acido malico a dieta. Efeitos benéficos do malato
sobre a fermentagdo ruminal tém sido relatados quando quantidades maiores do
que aquelas supridas pela adi¢do de leveduras a dieta sdo utilizadas (Kung et al.,

1982; Martin & Streeter, 1995).

2.3.3 Concentragdo de lactato

A Selenomonas ruminantium é uma bactéria gram-negativa comumente
encontrada no ambiente ruminal e pode representar 51% do total de bactérias
vidveis encontradas no ramen (Caldwell & Bryant, 1966), podendo crescer sob
condicdes dietéticas diversas e fermentar diferentes tipos de carboidratos
soluveis (Hungate, 1966). Linchan et al. (1978) mostraram que S. ruminantium
requer aspartato, CO,, acido pentabenzdico e biotina para seu crescimento em

meio contendo lactato. A demanda por aspartato pode ser suprida por malato ou



fumarato. Malato e fumarato sdo intermediarios da rota do acido decarboxilico,
responsavel pela conversdao de piruvato em propionato, via succinato, presente
em S. ruminantium (Russell, 2002).

O crescimento ¢ a conseqiiente multiplicagdo celular de S. ruminantium
a partir de malato ou fumarato parecem estar associados a sintese de ATP
quando fumarato € reduzido a succinato, em reagdo catalizada pela enzima
fumarato redutase (Melville et al., 1988). Além disso, a conversdo de malato a
fumarato, e posteriormente a succinato, consome elétrons. O consumo de H,
nesta reagdo possibilita o aumento da conversdo de lactato em piruvato. S.
ruminantium foi incapaz de metabolizar lactato na presenca de H, (Martin &
Park, 1996). Este fato sugere que a oxidacdo de lactato a piruvato, catalizada
pela enzima lactato desidrogenase, ¢ limitada pelo acumulo de equivalentes
redutores no meio. O fato de S. ruminatium produzir ATP ¢ consumir elétrons a
partir de malato como substrato propicia a oxidagdo de lactato a piruvato, sem
penalizar a disponibilidade de energia para crescimento microbiano. O estimulo
do crescimento da S. ruminantium poderia prevenir o acimulo excessivo de
lactato no ambiente ruminal.

Nisbet & Martin (1991) adicionaram 0, 10, 25, 50 ¢ 100 pl/ml de
extratos aquosos de leveduras autoclavadas (Yea-Sacc, Saccharomyces
cerevisiae cepa 1026, Alltech, Nicholasville, EUA) e observaram que a
utilizagdo de lactato por S. ruminantium foi estimulada, assim como seu
crescimento comparativamente ao grupo controle. Quando a levedura
autoclavada foi adicionada ao meio de cultura contendo lactato, € sem a
presenga de S. ruminantium, ndo foi observada metabolizagdo do acido latico. O
teor de malato no extrato aquoso de levedura foi 4,9 mM, logo o tratamento com
10 pl/ml resultou em 0,490 mM de malato no meio de cultura. Concentragdes
similares de acido maélico também foram adicionadas ao meio de cultura

contendo lactato, e foram capazes de estimular a metabolizagdo deste substrato



por S. ruminantium, sendo que a maior atividade do microorganismo foi
observada com 10 mM de malato.

O Saccharomyces cerevisiae ¢ um ativo fermentador de carboidratos
(Lund, 1974). Estudos in vitro demonstraram a capacidade deste
microorganismo de competir com Streptococcus bovis por substrato rapidamente
fermentavel (Chaucheyras et al., 1996). Quando S. bovis foi incubado na
auséncia de leveduras em meio contendo glicose, a concentracdo de lactato
alcangou 16 mM ap6s 5 horas de incubacdo. A adicao de leveduras autoclavadas
ao meio ndo alterou a concentra¢do de lactato. A concentra¢do de lactato foi
reduzida em 54% quando S. bovis foi cultivado em presencga de células vivas de
Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM 1-1077. A glicose presente na
monocultura de S. bovis foi completamente utilizada em 30 minutos, enquanto a
utilizagdo na monocultura de Saccharomyces cerevisiae ocorreu em 15 minutos.
A rapida capacidade de consumo de carboidratos pelas leveduras poderia reduzir
a disponibilidade de substrato para crescimento de S. bovis, potencialmente
capaz de reduzir a ocorréncia de acidose ruminal aguda, caracterizada por
consumo de quantidade “toxica” de carboidratos rapidamente fermentaveis e
producdo de acido latico (Barker et al., 1995).

O 4cido latico ndo ¢ utilizado como substrato pelo Saccharomyces
cerevisiae (Panchal et al., 1984); entretanto, a suplementagdo de leveduras
parece ser capaz de reduzir a concentracdo de lactato no raumen (Williams et al.,
1991), talvez pela estimulacdo de bactérias utilizadoras de lactato ou pela
limitagdo da producao de lactato por bactérias produtoras de acido latico, através

da competi¢do por substrato (Nisbet & Martin, 1991; Chaucheyras et al. 1996).
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2.3.4 pH ruminal

Tem sido também postulado que leveduras atuariam mantendo o pH
ruminal mais estavel ao longo do dia (Martin & Nisbet, 1992). Bach et al. (2007)
observaram que o pH ruminal médio, mensurado a cada quinze minutos por 0ito
dias, foi 6,02 em vacas lactantes suplementadas com 5 g de leveduras vivas
(Levucell SC, 1 x 10" ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM 1-1077;
Lallemand, Toulouse, Franga) e 5,51 nos animais nd3o suplementados. Os
animais foram alimentados com uma mistura de forragens ¢ concentrados ad
libitum e mais 3 kg de concentrado nas duas ordenhas diarias. A queda no pH
observada entre as ordenhas foi maior nos animais ndo suplementados, bem
como o tempo diario de pH ruminal abaixo de 5,6 ¢ 6,0. A suplementa¢cdo com
leveduras também aumentou a freqiiéncia diaria de refeigdes.

Erasmus at al. (1992) observaram que a suplementagio de vacas leiteiras
com 10 g de leveduras (Yea-Sacc, 2,04 x 10’ ufc de Saccharomyces cerevisiae
cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA) induziu aumento numérico no pH
ruminal mensurado a cada oito horas durante quatro dias. O tratamento com
levedura também reduziu a concentragdo média de acido latico no rumen e
induziu um menor pico no teor de lactato. Os animais, alimentados duas vezes
ao dia, receberam uma dieta com 25% de palha de trigo, 10% de feno de alfafa,
10% de sorgo moido, 32,8% de milho moido e 5% de farinha de peixe. Williams
et al. (1991) também relataram que a suplementagdo com Yea-Sacc na dosagem
de 7,5 g/d aumentou o pH ruminal de garrotes e atribuiram esse resultado a uma
menor concentragdo de lactato no fluido ruminal (1,43 vs. 3,55 mM). Os
animais, pesando cerca de 200 kg de peso vivo, foram alimentados com 2 kg de
cevada e 2 kg de feno de graminea fornecidos em conjunto em duas

alimentagoes diarias.
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Brossard et al. (2004) alimentaram cordeiros com uma dieta contendo
40% de feno de alfafa e 60% de trigo, com teor de amido de 41% na matéria
seca. Os animais foram suplementados com 2 g/d de cultura de levedura
(Levucell SC, 4 x 10" ufc de Saccharomyces cerevisiae, Lallemand, Tolousse,
Franca). A suplementacdo com levedura induziu aumento na populacdo de
protozoarios no ramen e no pH ruminal. Nao houve diferenca entre tratamentos
no numero de bactérias utilizadoras de lactato e nem na concentragdo ruminal de
lactato. Os autores argumentaram que o efeito estabilizador do pH ruminal do
Saccharomyces cerevisiae foi mediado pela estimulagdo dos protozoarios,
capazes de fagocitar granulos de amido, competindo com as bactérias
amiloliticas por substrato e tornando a degradagdo deste substrato mais lenta no
ramen (Bonhomme, 1990). Plata et al. (1994) também observaram aumento no
numero total de protozoarios quando garrotes foram suplementados com 10 g de
leveduras (Procreatin-7, 1,5 x 10'° ufc de Saccharomyces cerevisiae/g; SAF
AGRI, Quincy, IL).

Entretanto, a suplementacdo com 50 g de premix contendo 0,5 g de
Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM 1-1077 (6 x 10® ufc/g de premix) para
vacas leiteiras consumindo dieta composta por 60% de silagem de alfafa e 40%
de concentrados ndo induziu aumento na populagdo de protozodarios e ndo afetou
o pH ruminal (Doreau & Jouany; 1998). Newbold et al. (1995) também
obtiveram resposta similar quando suplementaram ovinos com 2 g de
Saccharomyces cerevisiae cepa 1026 (Yea-Sacc, Alltech, Nichosville, EUA) em
dieta composta por feno de graminea e concentrados.

Apesar da possibilidade da acdo positiva da suplementagdo com
leveduras sobre o pH ruminal, este achado ndo tem sido uma constante na
literatura (Wiedmeier et al., 1987; Kung Jr. et al, 1997; Robinson & Garret,
1999). Diferengas entre dietas e no manejo alimentar dos animais seriam uma

explicagdo plausivel para a auséncia de reposta unanime nesta variavel.
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2.3.5 Protedlise e concentragdo ruminal de amonia

Quando a velocidade de desaminag¢do da proteina dietética no rumen
excede a velocidade de incorporacdo na proteina microbiana da amonia gerada,
ocorre acumulo ruminal deste composto (Broderick & Craig, 1983).
Chaucheyras-Durand et al. (2005) demonstraram que a atividade proteolitica de
Prevotella albensis, Streptococcus bovis e Butyrivibrio fibrisolvens foi reduzida
pelo cultivo simultdneo com leveduras vivas (Saccharomyces cerevisiae cepa
CNCM 1-1077). Os microorganismos foram incubados em meio contendo
glicose e caseina como substratos. Foi observada diminui¢do na populagdo de S.
bovis na presenca de levedura, provavelmente resultado da competigdo por
substrato. Entretanto, ndo foi observado efeito da levedura viva sobre o
crescimento de P. albensis e B. fibrisolvens. A adi¢do de leveduras mortas
reduziu a protedlise por estes microorganismos, sugerindo que houve efeito
direto das leveduras mortas sobre as peptidases bacterianas.

Harrison et al. (1988) observaram que a concentragdo ruminal de amdnia
tendeu a ser menor em vacas leiteiras suplementadas com 114 g/dia de leveduras
mortas (Diamond V XP, 2.4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae, Diamond V
Mills, Inc, Indianapolis, EUA). Os animais consumiram uma dieta contendo
40% de silagem de milho e 60% de concentrado, fornecida duas vezes ao dia.
Como a suplementacdo com leveduras aumentou tanto o numero total de
bactérias anaerobicas quanto o numero de bactérias celuloliticas no fluido
ruminal, a redu¢@o na concentragdo de amdnia no ramen pode ter sido resultado
da maior incorporagdo deste metabolito a proteina microbiana.

Erasmus et al. (1992) também observaram que a suplementagdo de vacas
leiteiras com 10 g/dia de cultura de levedura (Yea-Sacc, 5 x 10° ufc de

Saccharomyces cerevisiae cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA) diminuiu em
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cerca de 10% a concentracdo de amonia no ramen. Porém, ndo foi detectado
aumento no nimero de microorganismos ruminais.

Putnam et al. (1997) trabalharam com vacas primiparas em inicio de
lactagdo, suplementadas ou ndo com 10 g de cultura de levedura (Yea-Sacc, 5 x
10° ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Alltech, Nicholasville, EUA),
em arranjo fatorial de tratamentos com o teor de proteina na dieta igual a 16,1%
ou a 18,8%. Nédo houve efeito de tratamento sobre a concentragdo ruminal de
amoénia, mas a suplementagdo com leveduras tendeu a aumentar o fluxo de N
alimentar ndo degradado no rimen e a ingestdo de N nos dois teores de proteina
da dieta, sugerindo que as leveduras limitaram a degradacdo ruminal da proteina
nos alimentos.

O mecanismo pelo qual leveduras induziriam queda na concentracao
ruminal de aménia pode variar. Mecanismos propostos sao o maior crescimento
microbiano e assimilagdo de nitrogénio pelas bactérias ou a inibicdo das

peptidases bacterianas pela presenca das leveduras no fluido ruminal.

2.3.6 Consumo de elétrons e metanogénese

A remogao de elétrons do fluido ruminal é um constante desafio para a
fermentacdo (Hobson, 1997). O fluido ruminal é um ambiente reduzido, com
potencial redox ao redor de —0,35 mV. A oxidagdo de carreadores de elétrons
reduzidos é necessaria para a continuidade da fermentagdo. O crescimento das
bactérias metanogénicas e a conseqilente sintese de metano a partir de
hidrogénio sdo uma maneira de liberar elétrons do fluido ruminal; entretanto este
processo representa uma perda da energia contida nos alimentos e € uma questao
ambiental importante por contribuir diretamente para o aquecimento global
(Cotton & Pielke, 1995). Como a produgdo de propionato como produto de

fermentacdo ruminal contribui para a eliminacdo de elétrons da camara de
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fermentacdo, fermentacdes com alta propor¢do deste acido graxo reduzem a
necessidade de eliminacdo de elétrons via metano, o contrario do observado
quando ocorre aumento na propor¢do de acetato. Alta relagdo entre acetato e
propionato reduz a eficiéncia na conversdo da energia digerida em energia
metabolizdvel por induzir maior perda de metano por unidade de energia
digestivel.

Bactérias acetogénicas hidrogeniotropicas sdo microorganismos
estritamente anaerdbicos capazes de transformar hidrogénio em acetato e
presentes em diferentes ecossistemas anaerdbicos como pantanos, esgotos e trato
gastrointestinal de ratos, coelhos ¢ em alguns insetos (Madigan, 1997). Estes
microorganismos t€m sido isolados do raimen de bezerros recém-nascidos, antes
do estabelecimento da metanogénese (Morvan et al., 1994), e em bovinos
alimentados com dietas com baixo teor de forragem (Leedle & Greening, 1988).
Estas bactérias sdo capazes de metabolizar CO, e hidrogénio a acetato pela via
do acetil-CoA ou via de Wood Ljungdahl (Wood, 1991). Esta rota envolve a
reducdo direta de duas moléculas de CO, a acetil-CoA, tendo hidrogénio como
doador de elétrons (FIGURA 1). Uma molécula de CO, ¢ reduzida ao grupo
metil do acetato, enquanto a outra molécula ¢ reduzida ao grupo carbonil. A
enzima chave na via do acetil-CoA ¢ a mondxido de carbono desidrogenase
(CODH). A CODH ¢ um complexo enzimatico que requer niquel, zinco e ferro
como cofatores ¢ catalisa a redugdo de CO, a monoxido de carbono: CO, + H,
< CO + H,0.

O monodxido de carbono formado nesta reagdo dd origem ao grupo
carbonil do acetato. O grupo metil do acetato se origina da reducdo do CO, por
uma série de reagdes enzimadticas envolvendo a coenzima tetrahidrofolato. O
CO; ¢ primeiramente reduzido a acido férmico que, por sua vez, ¢ convertido a
formil tetrahidrofolato. A adicdo de mais dois pares de elétrons ao formil

tetrahidrofolato produz metil tetrahidrofolato. O grupo metil do metil
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tetrahidrofolato €, entdo, transferido para uma enzima que contém vitamina B,
como cofator. Na sintese final do acetato, o grupo CH; se une a um atomo de
niquel e o mondxido de carbono, a um atomo de ferro da enzima CODH. Neste
ponto, a coenzima A ¢ adicionada e a CODH, entdo, catalisa a formacao do
produto final, o acetil-CoA a partir do qual se originara o acetato.

Chaucheyras et al. (1995) avaliaram o efeito da adicdo de
Saccahromyces cerevisiae cepa CNCM 1-1077 (10° células/ml de fluido ruminal
in vitro) sobre a utilizacdo de H, por bactérias acetogénicas e metanogénicas.
Depois de cinco dias de incubagdo, € na auséncia de Saccharomyces cerevisiae,
as bactérias acetogénicas usaram 156,7 + 25,5 pumol de H,. A adigdo de
leveduras vivas estimulou a utilizagdo de hidrogénio (821,5 = 34,5 umol) ¢ a
producdo de acetato pelas bactérias. A adicdo de leveduras autoclavadas
promoveu estimulacdo semelhante no metabolismo acetogénico. Na
monocultura de bactérias metanogénicas, o consumo de H, foi maior que no
meio contendo bactérias acetogénicas sem a adi¢do de leveduras. Quando
leveduras vivas foram adicionadas ao meio contendo metanogénicas, a utilizagao
de hidrogénio foi estimulada, mas ndo houve aumento da produ¢do de metano.
No cultivo simultaneo de bactérias acetogénicas e metanogénicas sem a presenca
de Saccharomyces cerevisiae, o consumo de hidrogénio e a produgdo de metano
foram muito préoximos ao observado na cultura pura de bactérias metanogénicas,
sendo que 19% do hidrogénio foi incorporado ao acetato e 72%, ao metano.
Todavia, na presenca de leveduras vivas, a concentragdo de acetato aumentou
significativamente, indicando que as bactérias acetogénicas foram estimuladas,
com 70% do hidrogénio sendo usado para sintese de acetato. O Saccharomyces
cerevisiae foi capaz de estimular as bactérias acetogénicas, inclusive na presenga
de metanogénicas. Talvez o fornecimento de nutrientes pelas leveduras mortas

tenha desempenhado algum papel estimulante destes microorganismos,
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similarmente ao observado na co-cultura de leveduras com

ruminantium (Nisbet & Martin, 1991).

HCOOH

“By;"—CH 3

ADP«|—"B,;"
[codh]-—ﬁ‘—CH,

O
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ATP [CO) —2-

acetyl-CoA + Codh

4H,+2CO, Acetato + 2 H,O + H

Selenomonas

Figura 1. Reagdes da via do acetyl-CoA (Adaptado de Madigan, 1997). CODH =
monodxido de carbono desidrogenase; HCOOH = 4cido formico; MP — CH; =

metil tetrahidrofolase; B;, — CH; = metil B,
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Devido a baixa afinidade da reacdo da via do acetil-CoA por hidrogénio
livre, relativamente a produgdo de metano, a importancia desta rota metabolica
em ruminantes funcionais é pequena. O uso de leveduras poderia estimular as
bactérias acetogénicas hidrogeniotropicas, reduzindo a perda de energia na
forma de metano sem, no entanto, induzir queda na relacdo entre acetato e
propionato, propria dos ionéforos (Schelling, 1984).

Lila et al. (2004) avaliaram uma preparagdo de leveduras vivas contendo
Saccharomyces cerevisiae cepas 8417 e 1026 (Yea-Sacc Twin Strain, Bussan
Biotech Co. Ltd., Toquio, Japdo). Houve pequena reducdo na concentragdo de
metano no fluido ruminal in vitro quando as leveduras foram adicionadas ao
meio de cultura contendo 60,5% de feno de graminea e 39,5% de concentrados
como substrato. Entretanto, ndo houve efeito da levedura quando os substratos
foram amidos de milho ou de batata. De maneira semelhante, Lynch & Martin
(2002), ao adicionarem células vivas de leveduras (Saccharomyces cerevisiae
PMX70SBK, Saf Agri, Quincy, EUA) aos substratos milho moido, amido
soluvel, feno de alfafa ou feno de capim bermuda, observaram que a
concentra¢do de metano no fluido ap6s 24 horas de incubagdo in vitro diminuiu
apenas quando o substrato foi feno de alfafa. Estes resultados sugerem que o
efeito benéfico de leveduras sobre a eficiéncia energética de ruminantes seria
evidenciado em dietas com alto teor de forrageiras. Entretanto, Sullivan &
Martin (1999) ndo detectaram efeito da adi¢do de Saccharomyces cerevisiae
(Diamond V XP, 2,4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae; Diamond V Mills,
Inc, Indianapolis, EUA) sobre a produgdo de metano in vitro quando o substrato
foi milho moido, capim bermuda ou alfafa.

McGinn et al. (2004) avaliaram o efeito da suplementacdo de duas
culturas de leveduras, Procreatin-7 (4 g/d; 1,5 x 10" ufc de Saccharomyces
cerevisiae/g; Saf Agri, Quincy, EUA) e Levucell SC (1 g/d; 2 x 10" ufc de

Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM I-1077/g; Lallemand, Tolousse, Franga),
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sobre a emissao de metano de garrotes alimentados com uma dieta composta por
75% de silagem de cevada, 20% de cevada e 1,52% de farelo de colza. O
Procreatin-7 reduziu em 3% a perda de energia na forma de metano. De forma
semelhante, também foi observada redug¢do pequena e ndo significativa
estatisticamente na relagdo entre acetato e propionato em resposta a
suplementacdo com Procreatin. Apesar de a queda na relacdo entre estes acidos
ser coerente com a redugdo na excre¢do de metano, o mecanismo nao condiz
com o suposto efeito das leveduras sobre a acetogénese a partir de hidrogénio

(Chaucheyras et al., 1995).

2.3.7 Digestibilidade da fibra

Wallace & Newbold (2007) argumentam que o aumento no nimero total
de bactérias ruminais é a principal resposta a suplementacdo com leveduras, e
que este aumento na populagdo bacteriana seria capaz de induzir ganhos na
digestdo da fibra. Williams et al. (1991) sugerem, ainda, que o efeito positivo
das leveduras sobre a digestibilidade da fibra seria mais pronunciado em dietas
ou sistemas de alimentacdo capazes de comprometer a celuldlise, como em
dietas com alta inclusdo de alimentos concentrados.

Dawson et al. (1990), utilizando simuladores da fermenta¢do ruminal,
observaram que a concentracdo de microorganismos celuloliticos foi cinco vezes
maior nas culturas suplementadas com leveduras vivas (Yea-Sacc, 5 x 10° ufc de
Saccharomyces cerevisiae cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA) do que
naquelas que ndo receberam suplementacdo. Entretanto, os autores relataram que
o efeito positivo da suplementacdo sobre o nimero de bactérias celuloliticas foi
nulo quando as leveduras foram inativadas por temperatura de 121°C por 15
minutos, sugerindo que apenas culturas vivas estimulariam o crescimento de

microorganismos.

19



Entretanto, tem sido detectado efeito de leveduras mortas sobre a
atividade celulolitica. Portanto, o mecanismo pelo qual as leveduras
estimulariam o crescimento microbiano no rumen pode ndo estar
necessariamente vinculado ao fato de as mesmas apresentarem alguma atividade
metabdlica no fluido ruminal. Callaway & Martin (1997) observaram que a
adigdo de filtrado de Saccharomyces cerevisiae (Diamond V XP, 2.4 x 10° ufc
de Saccharomyces cerevisiae, Diamond V Mills, Indianapolis, EUA) em meio
de cultura contendo celobiose estimulou o crescimento da populagdo de
Fibrobacter succinogenes e Ruminococcus albus. A suplementagdo com
leveduras aumentou em 11% a degradacdo da celulose em até 24 horas de
incubacdo. No entanto, ndo houve diferenca no desaparecimento da celulose
apés 48 ou 72 horas de incubacdo, sugerindo que a levedura estimulou a
velocidade inicial de degradagdo da celulose, mas ndo determinou a
degradabilidade potencial. Estes resultados sugerem que a utilizagcdo de levedura
pode ter atuado sobre o tempo necessario para coloniza¢do microbiana da fibra,
o lag time.

Harrison et al. (1988) também observaram que a suplementagdo didria
com 114 g de cultura de levedura morta (Diamond V XP, 2.4 x 10° ufc de
Saccharomyces cerevisiae, Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA) tendeu a
aumentar o nimero de bactérias anaerobicas e aumentou significativamente o
nimero de celuloliticas no rumen de vacas leiteiras alimentadas com dieta
contendo 40% de silagem de milho e 60% de concentrado. Sullivan & Martin
(1999) avaliaram a degradabilidade in vitro da matéria seca dos fenos de alfafa e
de capim bermuda e observaram aumento em ambos na presenca de
Saccharomyces cerevisiae (Diamond V XP, Diamond V Mills, Inc, Indianapolis,
EUA).

Wohlt et al. (1998) observaram que a suplementacdo de vacas

Holandesas em inicio de lactagdo com 10 ou 20 g de leveduras (Biomate Yeast
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Plus, 5 x 10’ ufc de Saccharomyces cerevisiae/g, Chr. Hansen’s Laboratory,
Inc., Milwaukee, EUA) por 18 semanas aumentou a digestibilidade aparente da
fibra no trato digestivo total. Neste estudo utilizou-se uma dieta com 50% de
silagem de milho e 50% de concentrados, além da inclusdo de 0,9 kg de feno por
dia. Wiedmeier et al. (1987), utilizando vacas nao lactantes fistuladas no rimen,
detectaram ganho de 6,5% na digestibilidade da hemicelulose quando 90 g de
cultura de levedura (Diamond V XP, 2.4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae;
Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA) foram suplementadas em uma dieta
com 33,4% de feno de alfafa, 15,0% de palha de cevada e 51,6% de
concentrados. O resultado obtido por estes autores foi aparentemente explicado
pelo aumento no numero de microorganismos celuloliticos nos animais
suplementados (39,8 vs. 25 x 10*/ml de fluido). Similarmente, Erasmus et al.
(1992), ao suplementarem 10 g de cultura de leveduras (Yea-Sacc, 5 x 10° ufc de
Saccharomyces cerevisiae cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA) para vacas
leiteiras consumindo uma dieta com 65% de concentrados, relataram tendéncia
de aumento na digestibilidade da fibra.

Entretanto, Arambel & Kent (1990), ao utilizarem a mesma levedura
(Diamond V XP) do estudo conduzido por Wiedmeier et al. (1987), ndo
observaram efeito da adi¢do das mesmas 90 g do produto sobre a digestibilidade
da fibra. Neste experimento foram utilizadas 20 vacas Holandesas em inicio de
lactagdo, que receberam uma dieta com 50% de concentrados e 50% de
forragem composta por feno de alfafa e silagem de milho. A auséncia de
resposta ao tratamento, comparativamente aos trabalhos nos quais se evidenciou
resposta positiva, ¢ de dificil interpretacdo. Qualquer comentario com intuito

conclusivo seria mera especulagao.
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2.3.8 Fluxo de proteina microbiana do rumen

Erasmus et al. (1992) mensuraram o fluxo ruminal de proteina
microbiana em vacas leiteiras com canula duodenal. Os animais, suplementados
ou ndo com 10 g de leveduras (Yea-Sacc, 2,04 x 10° ufc de Saccharomyces
cerevisiae cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA), foram alimentados com
dieta contendo 35% de forragem, 25% oriundos de palha de trigo e 10%, de feno
de alfafa. Apesar de ndo significativo estatisticamente, o fluxo de N ndo-
amoniacal foi 9,4% maior nos animais suplementados. O fluxo de N microbiano
representou 56% e 47% do N ingerido nas dietas suplementada e controle,
respectivamente. O aumento no fluxo de N ndo-amoniacal para o duodeno nos
animais suplementados foi atribuido ao aumento na eficiéncia de sintese
microbiana. A concentragdo de aminoacidos na digesta duodenal dos animais
suplementados foi maior para quatro dos 17 aminoacidos mensurados, incluindo
metionina, sugerindo que o tratamento induziu mudanga no perfil de
aminoacidos da proteina microbiana ou na degradabilidade ruminal da proteina
dietética. Os autores argumentam que a levedura pode ter seletivamente
estimulado o crescimento de certas bactérias anaerdbicas.

Newbold et al. (1995), ao suplementarem 4 g de cultura de leveduras
(Yea-Sacc, 2,04 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026; Alltech,
Nicholasville, EUA) para ovelhas consumindo 0,85 kg de cevada e 0,55 kg de
feno de graminea, relataram aumento ndo significativo de 9% no fluxo de N
microbiano para o duodeno, estimado pela excrecdo de derivados purinicos na
urina. O aumento na populagdo bacteriana (1,53 x 10° vs. 2,18 x 10® por ml de
fluido) no presente estudo parece ser uma explicagdo plausivel para o maior
fluxo de proteina do rimen. Entretanto, Putnam et al. (1997) ndo detectaram
efeito da suplementagdo com leveduras sobre o fluxo de N para o intestino

delgado. Estes autores trabalharam com vacas primiparas em inicio de lactagdo
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suplementadas ou ndo com 10 g de cultura de leveduras (Yea-Sacc, 5 x 10° ufc

de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Alltech, Nicholasville, EUA).

2.3.9 Perfil de fermentacéo

Piva et al. (1993) observaram aumento na propor¢do molar de acetato e
na relacdo entre acetato e propionato quando 10 g de leveduras (Thepax Dry,
Saccharomyces cerevisiae, Dox-Al, Correzzana, Italia) foram suplementadas
para vacas em meio de lactag@o, consumindo dieta com 30% de silagem de
milho, 22% de feno de alfafa e 48% de concentrados. Wiedmeier et al. (1987)
relataram tendéncia semelhante ao suplementarem 90 g de cultura de levedura
(Diamond V XP, 2,4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae; Diamond V Mills,
Inc, Indianapolis, EUA) para vacas nao lactantes. Os animais foram alimentados
com uma dieta contendo 50% de concentrado e 50% de forragem composta por
feno de alfafa e silagem de milho.

Entretanto, respostas contrarias t€ém sido relatadas. Williams et al. (1991)
avaliaram a propor¢do molar de acidos graxos volateis no ramen de garrotes
com canula ruminal, alimentados com dieta baseada em cevada e feno de
gramineas e suplementados ou nio com 7,5 g de leveduras (Yea-Sacc, 5 x 10’
ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Alltech, Nicholasville, EUA). A
relagdo entre acetato e propionato foi reduzida de 3,3 para 2,8 nos animais
suplementados. Erasmus et al. (1992) também detectaram queda, apesar de nao
significativa estatisticamente, na relagdo entre acetato e propionato em vacas
leiteiras suplementadas ou ndo com 10 g de cultura de levedura (Yea-Sacc, 2,04
x 10’ ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA)
e consumindo uma dieta com 65% de concentrados. A relagdo foi 2,28 ¢ 2,04
nos tratamentos controle e suplementado, respectivamente. De maneira

semelhante, Erasmus et al. (2005) observaram queda na relagdo entre acetato e
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propionato quando vacas leiteiras alimentadas com dieta composta por 38,3% de
feno de alfafa e 61,7% de concentrados foram suplementadas com 2500 ppm de
leveduras (Diamond V XP, 2,4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae;
Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA).

Ja Doreau & Jouany (1998), ao suplementarem 50 g de premix contendo
0,5 g de leveduras (Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM I-1077) para vacas
Holandesas em inicio de lactag@o, ndo detectaram efeito da suplementacao sobre
a concentracdo de acidos graxos volateis ¢ a relagdo entre acetato e propionato
no ramen. A dieta basal foi composta por 60% de silagem de milho e 40% de
concentrado.

Os efeitos do Saccharomyces cerevisiae sobre a propor¢do de éacidos
graxos volateis no ramen tém sido variaveis. A possibilidade de efeito favoravel
das leveduras sobre a acetogénese ruminal a partir de hidrogénio (Chaucheyras
et al., 1995) deveria resultar em aumento na relacdo entre acetato e propionato.
Maior relag@o entre estes acidos também seria uma resposta esperada & maior
atividade dos microorganismos fibroliticos, supostamente ligada a maior
digestibilidade da fibra em dietas suplementadas com leveduras (Wiedmeier et
al., 1987; Harrison et al., 1988). E pertinente avaliar a freqiiéncia com a qual
aumentos na relacdo entre acetato e propionato estariam vinculados a aumento
na excre¢do de metano. Entretanto, existem relatos de queda na relagdo entre os
acidos acético e propionico quando ruminantes sdo suplementados com
leveduras (Williams et al., 1991; Erasmus et al., 1992; Erasmus et al., 2005). O

mecanismo para este achado € obscuro.
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2.4 Resposta animal

2.4.1 Consumo de matéria seca

Em sete experimentos revisados, a suplementagdo com leveduras
aumentou o consumo de matéria seca (Williams et al., 1991; Wohlt et al., 1991;
Erasmus et al., 1992; Putman et al., 1997; Wohlt et al., 1998; Robinson &
Garret, 1999; Dann et al., 2000), enquanto, em quatro, ndo foi detectada resposta
nesta variavel (Arambel & Kent, 1990; Piva et al., 1993; Swartz et al., 1994;
Soder & Holden, 1999). Ja em estudo conduzido por Schingoethe et al. (2004), a
suplementacdo com leveduras induziu queda no consumo.

Wohlt et al. (1998) avaliaram a suplementag@o diaria com 0, 10 ou 20 g
de leveduras (Biomate Plus, 5 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae/g, Chr.
Hansen’s Laboratory, Inc., Milwaukee, EUA) em dieta com 44,3% de silagem
de milho, 3,3% de feno de gramineas e 55,7% de concentrado composto por
milho moido, farelo e casca de soja e residuo de destilaria para vacas em inicio
de lactacdo. O consumo diario dos animais suplementados foi 24,5 kg e dos nao
suplementados, 22,5 kg. Apesar de o consumo ter sido maior nos animais que
receberam 20 g de levedura, a diferenca ndo foi significativa entre os dois niveis
de suplementacdo. A melhoria observada na digestibilidade da fibra pode ter
contribuido para o maior consumo nos animais suplementados.

Robinson & Garret (1999) obtiveram resultados semelhantes. Vinte e
seis vacas multiparas e 18 primiparas foram ou ndo suplementadas com 57 g de
cultura de levedura morta (Diamond V XP, 4 x 10’ ufc de Saccharomyces
cerevisiae/g, Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA) do 23° dia pré-parto até
0 56° dia pés-parto. Todas as dietas foram baseadas em silagem de milho,
silagem de graminea e concentrado composto por milho, cevada, farinha de

sangue, farelo de soja e gluten de milho. Nao houve efeito da suplementacdo
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com leveduras sobre o consumo pré-parto. No pds-parto, o consumo foi maior
nos animais suplementados (15,4 kg vs. 14,3 kg nas primiparas ¢ 20,8 kg vs.
19,5 kg nas multiparas). A suplementa¢ao também resultou em menor perda de
peso apos o parto e aumento na freqiiéncia diaria de refeigoes.

Williams et al. (1991) relataram aumento de 1,2 kg no consumo de
matéria seca em resposta a suplementagdo de 10 g de cultura de levedura (Yea-
Sacc, 5 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Alltech,
Nicholasville, EUA) para vacas em estadio intermediario da lactagdo. A dieta foi
composta por palha de trigo, feno de graminea, farelo de soja, cevada e farinha
de peixe. Duas relacdes entre forragens e concentrados foram avaliadas
simultaneamente a suplementagdo com leveduras, 50:50 ou 40:60. Nao foi
detectada interacdo entre o teor de forragem na dieta e a suplementagdo com
levedura. Erasmus et al. (1992) também observaram tendéncia de aumento no
consumo ao adicionarem 10 g de leveduras (Yea-Sacc, 2,04 x 10° ufc de
Saccharomyces cerevisiae cepa 1026; Alltech, Nicholasville, EUA) a uma dieta
com 65% de concentrado e 35% de forragem composta de palha de trigo e feno
de alfafa. Em ambos os trabalhos, o aumento do consumo foi associado a maior
digestibilidade das dietas.

Arambel & Kent (1990) avaliaram o efeito da suplementagdo didria com
90 g de cultura de levedura (Diamond V XP, 2,4 x 10° ufc de Saccharomyces
cerevisiae; Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA) para vacas em inicio e
meio da lactacdo. A dieta consistia de 56,3% de forragens compostas por
silagens de milho e alfafa e feno e 43,7% de concentrados. Estes autores ndo
observaram efeito da suplementacdo sobre o consumo.

Schingoethe et al. (2004) suplementaram 60 g de leveduras (Diamond V
XP, 4 x 10" ufc de Saccharomyces cerevisiae/g, Diamond V Mills, Inc,
Indianapolis, EUA) para vacas em meio de lactacdo sob estresse caldrico. A

dieta fornecida na forma de mistura completa foi composta de 28% de silagem
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de milho, 21% de feno de alfafa e 51% de concentrados. O consumo foi 22,1 kg
nos animais suplementados e 23,1 kg no controle. Nao houve efeito da
suplementacao sobre a producdo de leite. A eficiéncia alimentar, medida como a
energia liquida no leite dividida pela ingestdo de matéria seca, aumentou em 7%
nos animais suplementados.

Efeitos positivos da suplementacdo com leveduras sobre o consumo de
vacas leiteiras foram normalmente acompanhados por ganho na digestibilidade
das dietas. A resposta tem sido observada tanto em vacas em inicio de lactacdo
quanto em vacas lactando por estddios mais avangados. Nao existe evidéncia
suficiente para suportar o efeito positivo da suplementacéo sobre o consumo pré-
parto e nem a possibilidade de resposta mais acentuada em determinado tipo de
dieta, caracterizada pela relagdo entre forragens e concentrados ou tipo das
forragens ou dos concentrados utilizados. Em um trabalho no qual foi detectada
resposta negativa da suplementacdo sobre o consumo, ocorreu aumento na
eficiéncia de conversdo do consumido em energia do leite (Schingoethe et a.,

2004).

2.4.2 Producao de leite

Dentre 16 experimentos oriundos de 13 trabalhos publicados (Arambel
& Kent, 1990; Williams et al., 1991; Wohlt et al., 1991; Erasmus et al., 1992;
Piva et al., 1993; Swartz et al., 1994; Kamalamma et al., 1996; Kung Jr. et al.,
1997; Putman et al., 1997; Wohlt et al., 1998; Soder & Holden, 1999; Dann et
al., 2000; Chevaux et al., 2002; Schingoethe et al., 2004; Sniffen et al., 2004), a
suplementacdo com leveduras induziu aumento da producdo de leite em sete
(Williams et al., 1991; Erasmus et al., 1992; Piva et al., 1993; Kung Jr. et al.,
1997; Wohlt et al., 1998; Chevaux et al., 2002; Sniffen et al., 2004).
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Kung Jr. et al. (1997) ndo detectaram efeito da suplementacdo com
leveduras sobre a producao de leite de vacas com 150+20 dias em lactacdo e
producdo diaria ao redor de 33 kg. Os animais receberam 10 g de leveduras
(Biomate Plus, 3,5 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae/g, Chr. Hansen’s
Laboratory, Inc., Milwaukee, EUA) por um periodo de 63 dias e consumiram
uma dieta constituida por silagem de milho, feno de alfafa e 50% de concentrado
peletizado. Estes mesmos autores conduziram um segundo experimento
utilizando 18 vacas com 75+25 dias em lactacdo no inicio do periodo
experimental, em delineamento do tipo Quadrado Latino 3x3, com periodos de
28 dias. Os tratamentos foram 0, 10 ou 20 g da mesma levedura e a dieta foi
similar a adotada no experimento anterior. A producdo diaria de leite das vacas
nao suplementadas foi de 36,4 kg; nas suplementadas com 10 g, de 39,3 kg; e
nas suplementadas com 20 g, de 38,0 kg. Estes resultados sugerem que a
resposta em produ¢do de leite ¢ maior em vacas com menos dias em lactagdo,
apesar de ndo ser possivel a comprovacdo desta hipdtese pelo delineamento
experimental adotado.

Resultados semelhantes foram obtidos por Wohlt et al. (1991) ao
suplementarem vacas primiparas com 10 g de leveduras (Biomate Plus, 3,5 x
10° ufc de Saccharomyces cerevisiae/g, Chr. Hansen’s Laboratory, Inc.,
Milwaukee, EUA) de 30 dias antes do parto até a 18* semana da lactagdo. Os
animais consumiram dieta composta por 50% de silagem de milho e 50% de
concentrado, acrescidos de 0,9 kg de feno por dia. A dieta foi oferecida em
quantidade restrita no pré-parto ¢ ad libitum no pés-parto. A suplementagdo com
leveduras aumentou a produgdo diaria de leite de 26,0 para 27,2 kg. O pico da
lactagdo ocorreu na 7* semana pos-parto, foi de 29,5 kg nos animais recebendo
levedura e ocorreu na 11? semana e foi de 28,7 kg no tratamento controle. A
maior producdo de leite foi atribuida ao maior consumo de matéria seca

observado nos animais suplementados. Dann et al. (2000) também observaram
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que vacas Jérsey suplementadas com 60 g de cultura de levedura (Diamond V
XP, 4 x 10" ufc de Saccharomyces cerevisiae/g, Diamond V Mills, Inc,
Indiandpolis, EUA) do 14° dia pré-parto até o 140° dia pos-parto alcangaram
pico de producdo mais cedo, no entanto ndo apresentaram maior producao de
leite em 140 dias de lactagao.

Williams et al. (1991) suplementaram 10 g de cultura de levedura (Yea-
Sace, 5 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Alltech,
Nicholasville, EUA) para vacas com produgao de leite ao redor de 20 kg. A dieta
foi composta por palha de trigo, feno de graminea, farelo de soja, cevada e
farinha de peixe. A suplementacdo com leveduras aumentou 1,4 kg/d na
producdo de leite na dieta com 40% de forragem e ndo exerceu efeito na dieta
com 50% de forragem, sugerindo que o efeito da levedura foi mais marcado na
dieta com maior potencial de ser acidificante do ambiente ruminal.

Kamalamma et al. (1996) ndo observaram efeito da suplementagdo de
leveduras sobre a produgdo de leite de vacas mestigas, com produgdo de leite ao
redor de 9 kg por dia. Os animais receberam 10 g de leveduras (Yea-Sacc,
Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Vetcare-Alltech, Bangalore, india) por um
periodo de sete semanas e foram mantidos em pastagem de graminea com
suplementacdo concentrada.

A resposta de vacas leiteiras a suplementagdo com Saccharomyces
cerevisiae cepa CNCM I-1077 tem sido positiva. Chevaux et al. (2002)
utilizaram sessenta ¢ duas vacas Holandesas blocadas por ordem de parto e
producdo de leite e distribuidas aleatoriamente a uma de duas possiveis
seqiiéncias de dois tratamentos em delincamento de reversdo simples (cross-
over): Controle ou 0,5 g de Levucell (1 x 10" ufc de Saccharomyces cerevisiae
cepa CNCM 1-1077, Lallemand, Tolousse, Franca). A produgdo de leite foi 29,9
kg no controle e 31,2 kg nos animais suplementados, mostrando que este baixo

nivel de suplementacdo com esta levedura foi efetivo para induzir resposta em
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leite. Em uma sintese de 14 experimentos, envolvendo 193 observagoes, a
resposta média em producdo de leite foi de 1,45 litros (Sniffen et al., 2004).
Ocorreu também um leve aumento na producdo de gordura e de proteina no
leite. Nos estudos que mensuraram o consumo diario de matéria seca houve

aumento médio de 0,53 kg.

2.4.3 Secrecdo de sélidos do leite

A suplementagdo com leveduras nd3o afetou a producdo dos
componentes do leite em nove experimentos (Arambel & Kent, 1990; Williams
et al.,, 1991, Wohlt et al., 1991; Erasmus et al., 1992, Swartz et al., 1994; Kung
Jr. et al., 1997; Wohlt et al., 1998; Soder & Holden, 1999; Dann et al., 2000),
mas aumentou a producdo de proteina e gordura em trés trabalhos (Piva et al.,
1993; Putnam et al., 1997; Wang et al., 2001).

Putnam et al. (1997) trabalharam com vacas primiparas em inicio de
lactagdo suplementadas ou ndo com 10 g de cultura de levedura (Yea-Sacc, 5 x
10° ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa 1026, Alltech, Nicholasville, EUA).
O delineamento experimental foi do tipo Quadrado Latino 4 x 4, em arranjo
fatorial de tratamentos com o teor de proteina na dieta, 16,1% ou 18,8%.
Leveduras aumentaram a produgdo de gordura, proteina e leite somente quando
adicionadas a dieta com baixo teor de proteina. As respostas observadas podem
ter sido mediadas pelo aumento na ingestdo de matéria seca na dieta com 16%
de PB.

Piva et al. (1993) relataram aumento no teor e na producdo de gordura
do leite com a suplementacgdo por 6 semanas de 10 g de leveduras (Thepax Dry,
Saccharomyces cerevisiae, Dox-Al, Correzzana, Italia) para vacas em meio de
lactagdo. A dieta basal consistia de 30% de silagem de milho, 28% de feno de

alfafa e 48% de concentrados. A tendéncia de aumento no teor de gordura
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(3,54% vs 3,25%, P>0,10) e o pequeno, mas significativo, aumento na producao
de leite, resultou em aumento na producdo diaria de gordura (0,90 vs. 0,78 kg;
P<0,04).

Sessenta vacas Holandesas em inicio de lactagdo foram alocadas a um de
cinco possiveis tratamentos por um periodo de 140 dias (Wang et al., 2001). Os
tratamentos foram: 1) 21% de FDN de forragem (FDNF) sem leveduras; 2) 21%
de FDNF com leveduras; 3) 17% de FDNF sem leveduras; 4) 17% de FDNF
com leveduras; e 5) 25% de FDNF com leveduras por 30 dias, e em seguida
17% de FDNF com leveduras por 110 dias. A cultura de levedura utilizada foi
Diamond V XP (2,4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae; Diamond V Mills,
Inc, Indianapolis, EUA) na dosagem de 60 g/d. Houve aumento no teor de
gordura do leite apenas nas dietas com 21% de FDNF, havendo interacdo entre
leveduras e % de FDNF. A composi¢do das dietas com 17 e 21% de FDNF foi,
respectivamente, 23,4 e 29,1% de silagem de milho, 15,6 ¢ 19,1% de silagem de
alfafa, 17,8 e 25,0% de milho inteiro, 20,83 ¢ 2,81% de casca de soja, 13,56 ¢
17,15% de farelo de soja, 2,25 ¢ 0,29% de gluten de milho e 1,92% de farinha de
sangue em ambos os teores de FDNF. As dietas com 21% de FDNF continham
maiores teores de CNF do que as dietas com 17% de FDNF (42,0 e 37,6%,
respectivamente), o que poderia resultar em efeito associativo negativo sobre a
digestdo da fibra, sugerindo que o efeito positivo das leveduras parece ser mais
pronunciado em dietas ou sistemas de alimentacdo com alta inclusdo de
alimentos concentrados.

Diferengas no sistema alimentar (dieta completa ou forragem e
concentrados ofertados separadamente), na relacdo entre forragens e
concentrados, no tipo das forragens e dos concentrados utilizados, fatores
relacionados a presenca de outros aditivos nas dietas e ao estddio da lactacdo e
capacidade de resposta das unidades experimentais sdo de dificil interpretagdo, e

certamente interagem com a inclusdo de levedura, podendo explicar a
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inconsisténcia na resposta em desempenho a suplementagéo com Saccharomyces
cerevisiae. Além disso, diferengas entre os diversos suplementos comerciais de
leveduras podem induzir variagao na resposta animal. Devido ao seu mecanismo
de acdo, ¢ de se esperar maior resposta a suplementacdo com leveduras em
formulagdes e manejos alimentares capazes de induzir maior acidificagdo do

ambiente ruminal. Entretanto, a analise critica da literatura ndo sugere que

respostas positivas estejam restritas a um determinado padrio alimentar.

2.5 Outras respostas a suplementacéo de Saccharomyces cerevisiae

2.5.1 Resposta Imune

A suplementacdo com levedura tem sido utilizada em monogastricos
para induzir melhoria da fun¢do imune, tanto entérica quanto sistémica (Davis et
al., 2004). Oliveira et al. (2007), ao suplementarem 10 g de leveduras
(Levumilk, 2 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae cepa KAS500; Kera
Nutrigdo Animal, RS) para vacas Holandesas em lactagdo, observaram
diminuicdo na contagem de células somaticas do leite (190 vs. 302 x 1000
células/ml, P=0,02). Estes resultados evidenciam que a suplementacdo com
leveduras pode induzir respostas sobre o sistema imune de ruminantes
semelhantes a observada em monogéstricos.

Derivados soluveis da levedura, como as glucanas, podem passar do
trato gastrintestinal para a circulagdo dos animais (Rice et al., 2005), possuindo
capacidade imunoestimulante. A resposta na contagem de células somaticas
pode ser mediada pelo sistema comum de mucosas. Por este mecanismo, a

resposta imune em mucosas induz a migragdo de células do sistema imune ndo
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apenas para o o6rgdo onde ocorreu o estimulo, mas também para outros locais

como trato respiratorio, urogenital e glandula mamaria (Perdigon et al., 1999).

2.5.2 Desenvolvimento ruminal em bezerros

O estabelecimento dos protozodarios ciliados em bezerros nao pode
ocorrer antes que fungos e bactérias ja tenham previamente colonizado o rimen.
Quando se suplementou 0,2 g/dia de leveduras (Levucell SC, 1 x 10" ufc de
Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM 1-1077, Lallemand, Tolousse, Franga)
para cordeiros recém-nascidos, o estabelecimento da populagdo de bactérias
celuloliticas ocorreu mais cedo e de forma mais estavel do que no grupo controle
e a colonizacdo por protozodarios ciliados foi mais rapida (Chaucheyras-Durand
& Fonty, 2002), sugerindo que a maturagdo do ecossistema microbiano ¢
acelerada na presenga de leveduras.

A regulagdo do pH ruminal e a reducdo da producdo de acido latico
podem ser interessantes no rumen em desenvolvimento. A adigdo de 2% de
cultura de levedura (Diamond V XP, 2,4 x 10° ufc de Saccharomyces cerevisiae;
Diamond V Mills, Inc, Indianapolis, EUA) a ragdo inicial de bezerros aumentou
significativamente o consumo e o ganho diario de peso (Lesmeister et al., 2004).
Aparentemente a suplementagdo também acelerou o desenvolvimento do ramen.

Juchem et al. (2003) adicionaram leveduras vivas (Levucell SC,
Saccharomyces cerevisiae cepa CNCM I-1077, Lallemand, Tolousse, Franga) a
dieta inicial de bezerros que ndo receberam colostragem, do nascimento aos 90
dias de idade. O consumo antes da desmama foi maior nos animais
suplementados e tendeu a ser maior também no pds-desmama. A suplementacio
com levedura melhorou significativamente o ganho de peso antes da desmama
(298 vs. 464 g/d; P<0,05), mas ndo afetou o ganho apos a desmama (907 vs.
1037; P>0,10). O nimero de dias com diarréia durante a fase de aleitamento

também foi menor nos bezerros suplementados.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Fazenda Sdo Francisco, municipio de
Ijaci — MG, no periodo de setembro a novembro. Vinte vacas Holandesas
multiparas, com 143+48,8 dias em lactagdo no inicio do periodo experimental,
foram blocadas em 10 grupos de dois animais com base na produgdo diaria de
leite. Dentro de cada bloco, os animais foram aleatoriamente alocados a uma de
duas possiveis seqiiéncias de tratamentos, em delineamento de Reversao Simples
(Cross-over), com periodos de 28 dias. Os tratamentos foram: 10 g do produto
Natucell® (Ouro Fino Satude Animal, Cravinhos, SP) ou 10 g de veiculo inerte.
O produto era composto pela cepa de Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077
(Lallemand SC, Tollouse, Fran¢a) homogeneizada a veiculo inerte em dilui¢ao
capaz de propiciar um consumo minimo didrio de 1 x 10" ufc de
microorganismos por vaca. Mensuragdes foram realizadas na quarta semana de
cada periodo experimental. Entre os dois periodos experimentais foi adotado um
periodo de “washout” de 14 dias, no qual os animais receberam a dieta controle.

A contagem da populacdo de leveduras foi realizada por meio do
plaqueamento em superficie, utilizando o meio YEPG contendo 0.3% extrato de
levedura (Merck), 0.3% extrato de malte (Merck), 0.5% peptona (Himedia),
1.0% glicose (Merck), 2.0% dagar (Merck), adicionados a 1000 ml de 4gua
contendo 100 mg chloranfenicol (Sigma, St. Louis, USA) para inibir o
crescimento de bactérias. Apos o espalhamento, as placas foram incubadas a
28°C for 24-72h. Apds o crescimento, foi escolhida uma dilui¢ao cuja contagem
estivesse entre 30-300 coldnias para se fazer a contagem, sendo o resultado dado
em unidades formadoras de colonia (UFC)/g de produto.

As vacas foram alimentadas individualmente, duas vezes ao dia,

em confinamento total. A mistura de todos os ingredientes dietéticos foi
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realizada duas vezes por dia em quantidade suficiente para prover 15% do
oferecido como sobra diaria (TABELA 1). A quantidade de dieta
oferecida e as sobras alimentares de cada vaca foram mensuradas
diariamente. Entre os dias 23 e 27 de cada periodo, amostras da silagem
de milho de cada ingrediente do concentrado e das sobras alimentares de
cada vaca foram coletadas diariamente e congeladas. Uma amostra
composta de cada periodo foi formada com base em quantidades idénticas
de matéria natural. Estas amostras foram pré-secas em estufa ventilada
por 72 horas a 55°C, trituradas em peneira de 1 mm em moinho do tipo
Thomas-Willey, e uma sub-amostra foi desidratada a 100°C por 24 horas
para determinacao do teor de matéria seca. A proteina bruta foi analisada
por um destilador a vapor do tipo Microkjeldhal (A.O.A.C., 1975). As
analises de extrato etéreo foram realizadas segundo o A.O.A.C. (1990).
As cinzas foram determinadas por incineragdo da amostra a 550°C por 8
horas. O teor de FDN foi determinado por um ANKON® Fiber Analyser
(ANKON Technology Corporation, Fairport, EUA).

As vacas foram ordenhadas duas vezes por dia. Amostras de seis
ordenhas consecutivas foram obtidas nos dias 23 a 25 de cada periodo para
determina¢do do teor de proteina, gordura, lactose, uréia e contagem de células
somaticas (Clinica do Leite, Piracicaba, SP). A producao diaria de leite e de
solidos entre os dias 22 e 25 de cada periodo foi utilizada para comparar
tratamentos. A secrecdo diaria de energia no leite foi calculada pela equagdo:
[(0,0929 x % gordura) + (0,0547 x % de proteina) + (0,0395 x % de lactose)] x
kg de leite (NRC, 2001). A CCS foi transformada em uma escala linear de 0 a 9
(CCS linear), sendo o ponto médio de cada escore linear representado pelos
seguintes valores de CCS (x 1.000 células ml™): 12,5 para CCS linear 0; 25 para
CCS linear 1; 50 para CCS linear 2; 100 para CCS linear 3; 200 para CCS linear
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4; 400 para CCS linear 5; 800 para CCS linear 6; 1.600 para CCS linear 7; 3.200
para CCS linear 8 e 6.400 para CCS linear 9.

TABELA 1. Composi¢do das dietas oferecidas em ingredientes ¢ das dietas
consumidas em nutrientes.

% da MS
Silagem de milho 43,9
Feno de tifton 2,0
Farelo de soja 21,7
Polpa de citros 16,9
Milho floculado 14,4
Calcario calcitico 0,4
NacCl 0,3
Minerais e vitaminas ' 0,3
Proteina bruta 16,8
FDN total 30,9
FDN oriundo de silagem de milho * 20,8
FDN oriundo de tifton > 1,5
Extrato etéreo 54
Cinzas 5,9
CNF’ 41,0

% da MN
Matéria seca 52,4

! Minerais e Vitaminas: 18,5% de Ca; 15% de P; 3,0% de Mg; 3,0% de S; 240
ppm de Co; 3000 ppm de Cu; 8000 ppm de Mn; 12000 ppm de Zn; 90 ppm de
Se; 180 ppm de I; 1.000.000 Ul/kg Vit. A; 250.000 Ul/kg Vit. D; 6.250 Ul/kg
Vit E.

? Estimados a partir da composi¢io original da dieta

? CNF = Carboidratos ndo fibrosos = 100 — (PB + FDN + EE + Cinzas)

O peso vivo e a condigdo corporal de cada vaca foram mensurados no
dia 27 de cada periodo. A condigdo corporal foi avaliada visualmente em escala
de 1 a 5, sendo 1 representativo de magra e 5 representativo de gorda (Wildman
et al., 1982). A condi¢ao corporal foi avaliada por trés avaliadores independentes

e 0 escore médio de cada vaca foi utilizado.
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No dia 22 de cada periodo, amostras de sangue para dosagem de uréia
foram obtidas dos vasos coccigeos. As amostras foram obtidas imediatamente
antes da alimentacdo e duas horas apos o fornecimento matinal de alimentos. O
sangue foi colhido em tubos de vidro vacuolizados contendo 0,2 ml de Gristab,
acondicionados sob refrigeragdo. Em seguida, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 1000 x g por 15 minutos e o plasma foi congelado a -20°C para
posterior analise por kit laboratorial (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa,
MG, Cat. 27).

A digestibilidade aparente no trato digestivo total da matéria seca, da
matéria orgénica, da FDN e da matéria organica ndo-FDN foi determinada por
mensuracao da produgdo fecal por coleta total de fezes realizada por 8 horas
ininterruptas nos dias 25 a 27 de cada periodo. A coleta de fezes em cada dia foi
iniciada com 8 horas de atraso com relagdo ao dia anterior, visando obter uma
amostragem representativa das 24 horas do dia, sem causar distirbio no
consumo de alimentos ¢ na produgdo de leite dos animais. As fezes de cada vaca
foram congeladas ap6s cada dia de coleta e formaram uma amostra composta ao
final de cada periodo. Os compostos fecais foram desidratados e o teor de FDN e
cinzas foi determinado como previamente descrito.

O consumo diario de matéria organica digestivel foi calculado
multiplicando o consumo de matéria organica mensurado entre os dias 23 a 27
de cada periodo pela digestibilidade da matéria organica mensurada entre os dias
25 a 27. A eficiéncia alimentar foi calculada pela relagdo entre a producdo de
leite ¢ o consumo de matéria seca (Eficiéncia 1). A eficiéncia de utilizagdo
energética foi avaliada dividindo a secrecdo didria de energia no leite pelos
consumos didrios de matéria seca (Eficiéncia 2) e de matéria organica digestivel
(Eficiéncia 3).

No dia 27 de cada periodo foram obtidas amostras de fluido ruminal

através de sonda flexivel oro-gastrica, com auxilio de uma bomba de suc¢do a
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vacuo acoplada a um Kitassato (Rosemberger, 1983). As amostras foram obtidas
12 horas apdés o fornecimento matinal de alimentos, sendo os animais
amostrados aleatoriamente dentro de bloco. O pH ruminal foi mensurado
imediatamente (pH metro Digimed DM20, Datamed Instrumentos Cientificos e
Médicos LTDA, Belo Horizonte, MG). O fluido ruminal coletado de cada
animal foi dividido em duas sub-amostras. Uma amostra teve a fermentagdo
inibida por congelamento imediato em nitrogénio liquido a —196°C e foi
armazenada sob congelamento para posterior analise de acidos graxos volateis
por cromatografia gas-liquida (CP 3800 Gas Cromatography Varian, Varian
Cromatography Systems, Califérnia, EUA). Outra amostra foi homogeneizada,
fixada e conservada, empregando-se a diluicdo 1:2 entre fluido ruminal e
formaldeido, para posterior contagem de protozodrios (Dehority, 1984). A
contagem dos protozoarios foi realizada em microscopio Optico, utilizando
amostras de 1,0 ml do fluido formalizado alocadas em camara de Newbauer com
0,1 mm de profundidade (Warner, 1962). A enumeracdo obtida a partir da média
da leitura de dois campos foi expressa como o niimero de células ml™.

No dia 28 de cada periodo foi avaliada a atividade mastigatoria por
observagdo visual da atividade bucal de cada animal, a cada cinco minutos do
dia, por 24 horas continuas. As atividades bucais consideradas foram de ingestao
de alimento, de ingestdo de agua, de ruminag¢do e de ocio. O tempo de
mastigacdo em minutos por dia foi definido como a soma dos tempos de
ingestdo de alimento ¢ de ruminag@o. Os tempos de mastigagdo, ingestdo e
ruminacao por unidade de matéria seca consumida foram calculados utilizando-
se o consumo de matéria seca mensurado no dia da determinacdo da atividade
mastigatoria.

A concentracdo de derivados purinicos na urina foi mensurada para
estimar a producdo de proteina microbiana no rimen. Uma amostra de urina foi

coletada no inicio e no final de cada um dos trés periodos de oito horas de coleta
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total de fezes, nos dias 25 a 27 de cada periodo. Ao volume de urina coletado foi
imediatamente adicionado 10% de 4cido sulfurico a 10% e a amostra foi
armazenada a 4°C. Uma amostra composta foi formada para cada vaca no final
de cada periodo. As amostras compostas foram diluidas com agua destilada na
propor¢do 1:3 entre urina e dgua e congeladas a -20°C até a realizacdo das
analises de alantoina e creatinina. Para a analise de alantoina, o procedimento
adotado foi semelhante ao sugerido por Chen & Gomes (1995). Para a analise de
creatinina foi utilizado kit de andlise laboratorial (Labtest Diagnostica S.A.,
Lagoa Santa, MG, Cat. 35-100).

Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo procedimento GLM do SAS (1985),
com o seguinte modelo:

Yiju = p + Bi+ Vo + P+ Ti + e

Onde:

p = Média geral

Q; = Efeito de bloco (i=1 a 10)

Vi = Efeito de vaca dentro de bloco (j = 1 a 20)

Py = Efeito de periodo (k=1 ou 2)

T, = Efeito de tratamento (I = Natucell, Controle)

eju = erro experimental, assumido independente e identicamente

distribuido em uma distribuicdo normal com média zero e variancia ¢°.
A freqiiéncia de pH ruminal acima ou abaixo de 6,2 e a de CCS linear

acima ou abaixo de 4 foram avaliadas pelo teste de qui-quadrado, utilizando o

procedimento FREQ do SAS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementacdo com leveduras tendeu a induzir aumento no consumo
(TABELA 2) e na digestibilidade de nutrientes (TABELA 3), aumentando o
CMOD (TABELA 2). O maior CMOD ¢ uma explicagdo plausivel para o ganho
induzido por este tratamento sobre as produgdes de leite, proteina e lactose
(TABELA 2). Os resultados sugerem que a cepa avaliada foi capaz de induzir
resposta positiva nestas vacas em estadio mediano da lactagdo, e em espago de
tempo curto relativamente ao inicio da suplementagao.

Resposta positiva em consumo e produgdo de leite a suplementacdo com
leveduras vivas tem sido observada experimentalmente, associada a ganho em
digestibilidade de nutrientes (Williams et al., 1991; Erasmus et al., 1992; Wohlt
et al., 1998). Em uma sintese de 14 experimentos, envolvendo 193 observagdes,
a resposta média em producdo de leite a suplementacdo com leveduras foi 1,45
litros (Sniffen et al., 2004). Nos estudos revisados que mensuraram 0 consumo
diario de matéria seca houve aumento médio de 0,53 kg.

E pertinente considerar que apesar de o conteudo de forragem e fibra na
dieta oferecida ter sido adequado para atender a exigéncia minima de vacas
leiteiras por carboidratos fibrosos (NRC, 2001), o milho do concentrado sofreu
processamento térmico industrial, capaz de aumentar a digestibilidade do amido
(Theurer et al., 1999), e a dieta ndo foi suplementada com tamponantes ou outros
manipuladores da fermentacdo ruminal (TABELA 1). A dieta também teve altos
teores de silagem de milho de hibrido com amido oriundo de endosperma
farinaceo (Corréa et al., 2002) e polpa citrica (Miron et al., 2001), rapidamente
fermentaveis no rumen. Este perfil dietético pode ter contribuido para evidenciar

a resposta a levedura. Tem sido postulado que o potencial de resposta a
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suplementacdo com leveduras aumenta em dietas capazes de induzir maior

acidez no ambiente ruminal (Williams et al., 1991).

TABELA 2. Desempenho de vacas leiteiras suplementadas (Natucell®) ou nao
(Controle) com leveduras vivas.

Natucell® Controle EPM ! P Trat
kgd™
CMS 2 21,4 20,7 0,32 0,11
CMO * 20,2 19,4 0,30 0,10
CMOD * 14,9 14,1 0,32 0,07
Leite 29,4 28,5 0,36 0,11
Gordura 0,910 0,896 0,0150 0,53
Proteina 0,919 0,884 0,0116 0,05
Lactose 1,265 1,212 0,0188 0,06
%
Gordura 3,24 3,31 0,044 0,26
Proteina 3,23 3,24 0,009 0,59
Lactose 4,43 4,40 0,022 0,39
x 1.000 células ml !
Cccs? 374 513 162 0,55
CCS linear 3,85 3,81 0,204 0,90
kg
Peso vivo 651 648 1,5 0,19
1 a 5 (Magra a gorda)
Condicao corporal 3,39 3,36 0,028 0,53
mg dl !
Uréia no leite 14,6 14,3 0,25 0,43
Mcal d™!
Energia do leite 19,1 18,7 0,24 0,29
Eficiéncia 1 * 1,37 1,39 0,022 0,60
Mcal kg ™!
Eficiéncia 2 * 0,39 0,91 0,015 0,31
Eficiéncia 3 * 1,28 1,35 0,036 0,16

"EPM = Erro padrio da média.

> CMS = Consumo de matéria seca. CMO = Consumo de matéria organica.
CMOD = Consumo de matéria organica digestivel.

3 CCS = Contagem de células somaticas.

* Eficiéncia 1 = Leite/CMS. Eficiéncia 2 = Energia do leite/CMS. Eficiéncia 3 =
Energia do leite/CMOD.
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A tendéncia de aumento na digestibilidade da FDN quando leveduras
foram suplementadas (TABELA 3) sugere que o aumento no CMOD pode ter
sido mediado pelo ganho na digestdo da fibra. A redu¢do numérica na atividade
mastigatoria por unidade de CMS também sugere que a digestibilidade da fibra
respondeu positivamente a suplementacao com levedura (TABELA 4). O efeito
benéfico das leveduras sobre a digestibilidade da fibra tem sido demonstrado in
vivo (Wiedmeier et al., 1987; Erasmus et al., 1992; Wohlt et al., 1998). Varios
mecanismos tém sido propostos como determinantes desta resposta (Wallace,
1994). Wallace & Newbold (2007) argumentam que o aumento no nimero total
de bactérias ruminais, principalmente fibroliticas, seria a principal rota pela qual

a suplementacao com leveduras poderia induzir ganho na digestao fibrosa.

TABELA 3. Digestibilidade aparente dos nutrientes no trato digestivo total de
vacas leiteiras suplementadas (Natucell®) ou ndo (Controle) com leveduras
vivas.

Natucell® Controle EPM ! P Trat
% do ingerido
DMS 2 71,9 69,9 0,91 0,12
DMO 74,1 72,4 0,88 0,20
DFDN 2 48,1 43,2 1,86 0,08
DMORFDN 2 86,7 86,7 0,68 0,95

"EPM = Erro padrio da média.

* DMS = Digestibilidade da matéria seca. DMO = Digestibilidade da matéria
orgéanica. DFDN = Digestibilidade da FDN. DMOnFDN = Digestibilidade da
matéria organica ndo-FDN.

A sintese de proteina microbiana, estimada pela relacdo entre os teores
de alantoina e creatinina na urina, foi maior quando as vacas foram
suplementadas com levedura, apesar da falta de poder estatistico para dar
suporte a diferenca (TABELA 5). O crescimento microbiano pode ter sido
estimulado pelas leveduras (Harrison et al., 1988; Newbold et al., 1995), o que
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aumentaria o fluxo de proteina microbiana para o duodeno (Erasmus et al.,
1992), coerente com o aumento induzido pela suplementagao sobre a secre¢do

diaria de proteina no leite (TABELA 2).

TABELA 4: Atividade mastigatoria de vacas leiteiras suplementadas
(Natucell®) ou ndo (Controle) com leveduras vivas.

Natucell® Controle EPM ' P Trat
min/d
Ruminacéo 414 417 12,0 0,86
Ingestao 263 253 6,8 0,31
Mastigagao 2 678 671 15,5 0,75
min/kg de CMS *
Ruminagao 19,6 21,2 0,90 0,22
Ingestao 12,4 12,8 0,53 0,59
Mastigacgdo 32,0 34,0 1,34 0,30

"EPM = Erro padrio da média.
? Mastigagdo = Ruminagcio + Ingestio.
? Atividade mastigatoria em minutos por kg de consumo de matéria seca (CMS).

Um possivel mecanismo pelo qual leveduras induziriam aumento na
populacdo microbiana do ramen seria por indugdo de maior pH (Nisbet &
Martin; 1991; Chaucheyras et al., 1996;). Bach et al. (2007) observaram que a
suplementacdo de vacas leiteiras com a cepa CNCM 1-1077 foi capaz de induzir
aumento no pH ruminal médio e redugdo no tempo diario de pH abaixo de 5,6 e
6,0. O pH ruminal mensurado 12 horas apds a primeira alimentagdo do dia foi
numericamente maior quando os animais foram suplementadas com levedura
(TABELA 6), coerente com a tendéncia observada de aumento na digestdo
fibrosa (TABELA 3) por ser teoricamente menos inibidor dos microorganismos
ruminais fibroliticos (Mertens & Loften, 1980). Entretanto, a freqiiéncia de pH
ruminal abaixo de 6,2 ndo diferiu entre tratamentos (P=1,0 para Qui-Quadrado),
evidenciando que uma possivel resposta em pH ruminal ndo pode ser detectada

neste experimento. As amostras aqui obtidas representaram o fluido ruminal
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amostrado em apenas um momento do dia, o que reduz a possibilidade de
encontrar diferencas entre tratamentos, comparativamente a amostras de fluido
obtidas ao longo de varios dias em animais com canula ruminal (Erasmus et al.,

1992; Bach et al., 2007).

TABELA 5. Concentragao de derivados purinicos na urina de vacas leiteiras
suplementadas (Natucell®) ou ndo (Controle) com leveduras vivas.

Natucell® Controle EPM ! P Trat
mM
Alantoina 20,76 17,93 1,482 0,20
Creatinina 8,06 7,54 1,774 0,84
Alan/Creat 6,32 5,05 1,035 0,40

"EPM = Erro padrio da média

Brossard et al. (2004) sugerem que o efeito estabilizador do pH ruminal
do Saccharomyces cerevisiae poderia ser mediado pela estimulacdo dos
protozoarios ruminais, capazes de fagocitar granulos de amido, competindo com
as bactérias amiloliticas por substrato e tornando a degradagdo deste substrato
mais lenta no ramen (Bonhomme, 1990). Estes autores detectaram aumento na
populacdo de protozoarios e no pH ruminal de cordeiros suplementados com a
mesma cepa de levedura utilizada neste experimento. Entretanto, ndo foi
detectado efeito de tratamento sobre a concentragdo de protozoarios no fluido
ruminal (TABELA 6). O mecanismo pelo qual as leveduras induziram aumento
na digestdo fibrosa ndo pdde ser elucidado.

Nao foi evidenciado o efeito da suplementacdo com levedura sobre a
eficiéncia de conversdo do consumido em leite ou sobre a eficiéncia de
conversao da energia digerida em energia no leite (TABELA 2). O uso de
leveduras como manipulador da eficiéncia energética de ruminantes nao pode

ser suportado por estes dados. Leveduras poderiam estimular bactérias
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acetogénicas hidrogeniotropicas presentes no ramen (Chaucheyras et al., 1995),
reduzindo a perda de energia na forma de metano, sem, no entanto, induzir
queda na relagdo entre acetato e propionato, propria dos ionoforos (Schelling,

1984).

TABELA 6. Perfil de fermentagdo ruminal de vacas leiteiras suplementadas
(Natucell®) ou ndo (Controle) com leveduras vivas.

Natucell® Controle EPM ! P Trat
mM
Acetato 86,3 89,5 2,89 0,44
Propionato 28,7 29.4 0,71 0,51
Butirato 14,5 15,8 0,77 0,26
AGV total > 129.,5 134,7 4,03 0,38
% do AGV Total
Acetato 66,4 66,5 0,57 0,94
Propionato 22,3 21,8 0,38 0,36
Butirato 11,2 11,8 0,33 0,36
Acetato/Propionato 2,99 3,06 0,073 0,54
x 10* organismos ml™
Protozoarios 11,1 12,1 1,48 0,62
Ph 6,50 6,43 0,052 0,35

"EPM = Erro padrio da média
> AGV total = Acetato + Propionato + Butirato

Pode ser que a capacidade de estimular acetogénese a partir de didxido
de carbono e hidrogénio (Wood, 1991) nao seja uma propriedade do produto
utilizado neste experimento. Schingoethe et al. (2004) observaram que a
suplementacdo de vacas leiteiras com leveduras mortas aumentou a eficiéncia de
conversdo da matéria seca consumida em energia no leite, similarmente ao
estimulo observado sobre o metabolismo acetogénico quando leveduras
autoclavadas foram adicionadas ao fluido ruminal in vitro (Chaucheyras et al.,

1995). Estes resultados sugerem que este mecanismo ndo requer a
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suplementacdo com células vidveis (Nisbet & Martin, 1991; Newbold et al.,
1996), mas pode exigir quantidade de levedura suplementar superior a aqui
utilizada (Nisbet & Martin, 1991).

E postulado que as diversas cepas de Saccharomyces cerevisiae diferem
na sua habilidade de induzir mudancgas na fermentagdo ruminal (Newbold et al.,
1995). Nao foi detectado efeito da cepa CNCM I1-1077 sobre o perfil de
fermentacdo ruminal, avaliado pela relacdo entre os acidos acético e propidnico
(TABELA 6). Este resultado esta de acordo com o observado por Doreau &
Jouany (1998), utilizando a mesma cepa ¢ na mesma dosagem utilizada neste
experimento.

Os efeitos do Saccharomyces cerevisiae sobre a propor¢do de édcidos
graxos volateis no ramen tém sido varidveis (Wiedmeier et al., 1987; Williams
et al., 1991; Erasmus et al., 1992; Piva et al., 1993; Doreau & Jouany, 1998;
Erasmus et al., 2005). A possibilidade de efeito favoravel das leveduras sobre a
acetogénese ruminal a partir de hidrogénio (Chaucheyras et al., 1995) deveria
resultar em aumento na relacdo entre acetato e propionato. Maior relagdo entre
estes acidos também seria uma resposta esperada a maior atividade dos
microorganismos fibroliticos, supostamente ligada a maior digestibilidade da
fibra em dietas suplementadas com leveduras (Wiedmeier et al., 1987; Wohlt et
al., 1998). E pertinente avaliar a freqiiéncia na qual a suplementagio com
leveduras poderia induzir aumento na relagdo entre acetato e propionato, nao
vinculada a aumento na excre¢do de metano. Entretanto, existem relatos de
queda na relacdo entre os acidos acético e propiodnico quando ruminantes sdo
suplementados com leveduras (Williams et al., 1991; Erasmus et al., 1992;
Erasmus et al., 2005). O mecanismo para este achado ndo ¢ claro.

Nao foi evidenciado efeito da levedura sobre o metabolismo ruminal de
nitrogénio, evidenciado pela similaridade nas concentragdes de nitrogénio uréico

no leite (TABELA 2) e no plasma (TABELA 7) entre tratamentos. Mecanismos
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propostos para a queda induzida por leveduras na concentragdo ruminal de
amodnia seriam o maior crescimento microbiano e assimilacdo de nitrogénio
pelas bactérias (Harrison et al., 1988) ou a inibicdo das peptidases bacterianas
pela presenca das leveduras no fluido ruminal (Putnam et al.,, 1997;

Chaucheyras-Durand et al., 2005).

TABELA 7. Uréia no plasma de vacas leiteiras suplementadas (Natucell®) ou
ndo (Controle) com leveduras vivas.

Natucell®  Controle EPM ! P Trat

mg dI”'
Antes da alimentacdo 15,4 14,5 1,40 0,66
Duas horas apds alimentagdo 17,7 18,1 2,06 0,91

"EPM = Erro padrio da média

A suplementagdo com leveduras tem sido utilizada em monogéstricos
para induzir melhoria da fungdo imune, tanto entérica quanto sist€émica (Davis et
al., 2004). Derivados soluveis da levedura, como as glucanas, podem passar do
trato gastrintestinal para a circulacdo dos animais (Rice et al., 2005), possuindo
capacidade imunoestimulante. A resposta na contagem de células somaticas
pode ser mediada pelo sistema comum de mucosas (Perdigon et al., 1999). Por
este mecanismo, a resposta imune em mucosas induz a migragdo de células do
sistema imune ndo apenas para o 6rgdo em que ocorreu o estimulo, mas também
para outros locais como trato respiratdrio, urogenital e glandula mamaria.
Entretanto, a suplementacdo com levedura ndo foi capaz de atuar sobre a CCS
do leite neste experimento (TABELA 2). A freqiiéncia de CCS linear abaixo de

4,0 também nao foi diferente entre tratamentos (P=0,51 para Qui-Quadrado).
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5 CONCLUSOES

A suplementagdo de vacas leiteiras com 1 x 10" ufc de células viaveis
de Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077 aumentou as produgdes de proteina
e lactose de vacas leiteiras em estddio mediano da lactacdo e consumindo dieta
baseada em silagem de milho e alto teor de polpa citrica peletizada.

A resposta positiva em desempenho foi aparentemente mediada pelo
maior consumo de energia dos animais suplementados, aparentemente ditado
pela maior digestibilidade aparente da fibra no trato digestivo total. Entretanto, o
mecanismo para o ganho em digestibilidade fibrosa ndo pode ser elucidado.

O aumento numérico na excre¢do urinaria de derivados purinicos sugere
que a suplementagdo com levedura pode ter induzido maior sintese ruminal de

proteina microbiana.
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