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RESUMO

CUNHA, Camila Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, Julho de 2012.
Levedura viva e levedura inativa autolisada como aditivos para bovinos.
Orientadora: Cristina Mattos Veloso. Coorientadores: Augusto César de Queiroz e
Rogério de Paula Lana.

Objetivou-se investigar o efeito da levedura viva e levedura inativa autolisada
sobre consumo voluntdrio, coeficientes de digestibilidade, eficiéncia de producdo de
proteina microbiana, caracteristicas do ambiente ruminal - pH, nitrogénio amoniacal
ruminal (NAR), 4cidos graxos volateis (AGV) e balanco de compostos nitrogenados de
bovinos alimentados com dietas de alto concentrado. O experimento foi conduzido entre
novembro de 2010 e fevereiro de 2011. Foram utilizadas cinco novilhas Nelore, de
aproximadamente dois anos de idade, com peso corporal médio inicial de 300 + 39,4 kg,
fistuladas no rdmen, distribuidas em delineamento em quadrado latino 5 x 5, com cinco
tratamentos e cinco periodos com 15 dias de duracdo. Destes 15 dias, sete foram
destinados a adaptac¢do dos animais e os oito dias restantes para realizagao de coletas de
dados e material.. Avaliou-se cinco diferentes aditivos/niveis em uma mesma dieta
basal: controle negativo (sem aditivos); controle positivo (bicarbonato de sédio e 6xido
de magnésio na proporc¢ao de 4:1 da matéria seca da dieta); levedura viva na dose de 10
g/animal/dia e levedura inativa autolisada nas doses de 15 e 30 g/animal/dia. As dietas
experimentais consistiram de dois concentrados a base de milho e farelo de soja, que
diferiam entre si somente pela presenca ou nio de bicarbonato de sddio e 6xido de
magnésio, contendo 20% de silagem de milho, base da matéria seca e calculada para
proporcionar ganho de peso de 1,2 kg/animal/dia, segundo o NRC (2000). O uso de
aditivos nao alterou (P>0,05) o consumo de matéria seca (MS), matéria organica (MO),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e proteina (FDNcp), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e nutrientes digestiveis
totais (NDT). Somente o coeficiente de digestibilidade (CD) do EE foi influenciado
(P<0,05) pelos tratamentos, apresentando maiores valores para os tratamentos controle
positivo e levedura autolisada na dose de 30 g/dia; o controle negativo foi o tratamento
que apresentou a digestibilidade do EE mais baixa; os tratamentos levedura autolisada
na dose de 15 g/dia e levedura viva nao diferiram estatisticamente dos anteriores. Os
demais CD, CDMS, CDMO, CDPB, CDFDNcp, CDCNF e o teor de NDT nao foram

afetados (P>0,05) pelos tratamentos. Nao foram detectados efeitos (P>0,05) dos
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tratamentos sobre o consumo de nitrogénio, excre¢do fecal de nitrogénio, excrecao
urindria de nitrogénio, balanco de compostos nitrogenados, eficiéncia de utilizagdo do
nitrogénio em relac@o ao nitrogénio consumido e ao nitrogénio absorvido e eficiéncia de
producdo microbiana. Os tratamentos nao influenciaram (P>0,05) a média do pH
ruminal, a concentragdo de NAR, a produgdo total e propor¢des molares de AGV e a
relagcdo acetato:propionato. Os metabdlitos sanguineos avaliados, glicose, creatinina e

ureia, ndo foram influenciados (P>0,05) pelos aditivos estudados.
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ABSTRACT

CUNHA, Camila Soares, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2012. Live
yeast and inactive yeast autolyzed as additives to cattle. Adviser: Cristina Mattos
Veloso. Co-Advisers: Augusto César de Queiroz and Rogério de Paula Lana.

This study aimed to evaluate the effects of the live yeast and inactive yeast
autolyzed on the voluntary intake, digestibility coefficient, efficiency of microbial
protein synthesis, characteristics of the ruminal environment - pH, volatile fatty acids
(VFA), rumen ammonia nitrogen (RAN), and balance of nitrogen compounds of cattle
feed with high concentrate levels. The experiment was carried out from November,
2010 to February, 2011. Five Nellore heifers with 300 kg + 39.5 of initial body weight
and fitted with rumen canullaes, were used and distributed in a 5 x 5 Latin square
design, with five treatments, five animals and five experimental periods lasting 15 days.
These 15 days were divided in seven days to the animal’s adaptation and the other eight
days were for the collection of data and materials. Five additives/levels in the same
basal diet were evaluated, as follow: negative control (without additives); positive
control (1% of the diet dry matter of sodium bicarbonate and magnesium oxide in the
proportion of 4:1); live yeast (10 g/day); inactive yeast autolyzed in the doses of 15 and
30 g/day. The experimental diets consisted of two concentrates based on corn and
soybean meal, that differed only by the presence or absence of sodium bicarbonate and
magnesium oxide, containing 20% of corn silage, dry matter basis, and calculated to
weight gain of 1.2 kg per animal per day, second NRC (2000). The use of additives
didn’t alter (P>0.05) dry matter intake (DM), and intake of organic matter (OM), crude
protein (CP), ether extract (EE), neutral detergent fiber corrected for ash and
nitrogenous compounds (NDF,,), non-fiber carbohydrates (NFC) and total digestible
nutrients (TDN). Only the EE digestibility coefficient was influenced (P<0.05) by the
treatments, showing higher values to the treatments positive control and inactive yeast
autolyzed in the dose of 30 g/day; the negative control was the treatment that presented
the lower EE digestibility coefficient; the treatments inactive yeast autolyzed in the dose
of 15 g/day and live yeast didn’t differ from the others. The digestibility coefficient of
DM, OM, CP, NDF,,, NFC and the content of TDN were not affected (P>0.05) by the
treatments. Effects were not detected (P>0.05) among treatments on the nitrogen intake,
fecal nitrogen excretion, urinary excretion of nitrogen, balance of nitrogen compounds,
nitrogen utilization efficiency in relation to N intake and to N absorbed and efficiency
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of microbial protein synthesis. There were no treatments effects (P>0.05) on the ruminal
pH average, RAN, total production and molar ratio of VFA and in the ratio
acetate:propionate. The evaluated blood metabolites, glucose, creatinin and urea, were

not influenced (P>0.05) by the studied additives.



INTRODUCAO

A crescente demanda por sistemas de produgcdo mais eficientes traz, como
consequéncia, a exigéncia de maiores producdes por unidade de drea. Sendo assim, o
confinamento de bovinos, tanto para carne, quanto para leite, constitui uma alternativa
que, quando implementada com propriedade, se mostra extremamente vidvel.

Uma das caracteristicas do confinamento de bovinos é o uso de dietas com
elevada concentracdo energética em detrimento de altas propor¢des de fibra, visto que
este sistema de criacdo exige consideraveis retornos para compensar o alto investimento
inicial e tem por objetivo a otimiza¢do do desempenho animal.

Devido a maior densidade nutricional, a quantidade de produto final (carne ou
leite) que pode ser produzido por unidade de massa dietética dos concentrados € maior
do que da forragem. Por outro lado, os dois grupos de ingredientes apresentam perfil de
fermentacdo distinto no rdmen e, por serem substratos ndo fibrosos e fibrosos,
respectivamente, t€m, portanto, diferentes espécies de microrganismos que os degradam
e aproveitam. Desta forma, os produtos finais da fermentacdo de ambos os tipos de
alimento serdo sintetizados em maior ou menor escala, conforme a proporcdo dos
substratos disponiveis e a fauna fermentadora/utilizadora dos mesmos. Tais produtos
finais, produzidos na fermentagdo, caracterizam os parametros de ambiente ruminal
mais relevantes em estudos de nutri¢do, dentre os quais se destacam os 4cidos graxos
voléteis (AGV), o pH e o nitrogénio amoniacal ruminal (NAR).

A fermentagdo dos nutrientes no rimen resulta na producdo dos AGV e outros
acidos, como 4cido latico. O pH do rimen oscila dependendo da taxa de fermentagao,
do tipo de nutrientes fermentados, da satde da parede do rimen, da taxa de passagem,

entre outros fatores.



Em situacdes em que se usam dietas com elevada propor¢do de carboidratos
altamente fermentdveis no rdmen, ocorre diminui¢do das bactérias utilizadoras de
lactato (Megasphera elsdenii e Selenomonas ruminantium) e aumento daquelas que
sintetizam este produto (Streptococcus bovis e Lactobacillus ssp.), ocorrendo acimulo
nao-fisiolégico de dcido latico no rimen e consequente redu¢do do pH ruminal (Owens
& Goestch, 1993).

Uma das mais importantes modificacoes é a alteracdo dos produtos finais
sintetizados pela bactéria Streptococcus bovis, que deixa de produzir acetato, etanol e
formato, quando cultivada em pH acima de 6,0, para produzir lactato como principal
produto final da fermentacdo, em pH menor que 5,5, sendo este o microrganismo
responsavel pela maior parte do lactato produzido no rdmen durante a acidose
(Asanuma & Hino, 2002).

Dentre os protozodrios ciliados, Dasytricha e Isotricha aumentam a sintese de
acido latico em situagdes em que a disponibilidade de carboidratos fibrosos € baixa
(Slyter, 1976).

Sempre que a quantidade de produtos finais da fermentacao é excessiva, a taxa
de passagem do rimen ou a taxa de absor¢ao ¢ inadequada, ou a neutralizacdo com 0s
tamponantes insuficiente, o pH do rimen diminui. Essa reducdo do pH conduz,
geralmente, a mudangas na populacdo microbiana, na integridade da parede ruminal, na
fisiologia e no metabolismo do animal. Quando tal fato acontece, o animal entra em um
quadro denominado acidose. Além dos distirbios de satide potenciais que a acidose
ruminal pode causar, a doenca pode, igualmente, impactar na digestdo ruminal da fibra
(Beauchemin, 2000) e da proteina (Bach et al., 2005) e pode conduzir a um consumo

alimentar inadequado (Nocek, 1997), gerando graves danos a producao.



Outras consequéncias da acidose ruminal podem ser citadas, como reduciao da
salivacdo, reducdo da motilidade intestinal, redistribuicdo da dgua corporal, mudangas
na taxa de remog¢ao de compostos toxicos pelo corpo e danos ao rimen, figado e outros
tecidos (Slyter, 1976). Além disso, o crescimento excessivo de algumas bactérias, como
Streptococcus bovis, causa aumento da viscosidade do fluido ruminal, aumentando as
chances de ocorréncia de timpanismo espumoso (Cheng et al., 1998).

A causa principal de acidose ruminal é o acimulo de 4cido neste compartimento
gastrico. Os tipos de dcidos que podem ser acumulados diferem em sua habilidade de
reduzir o pH do rimen. Por exemplo, o acetato é mais eficaz do que o propionato e o
butirato em reduzir o pH ruminal devido ao seu menor valor de pKa, comparado aqueles
do propionato e do butirato. Entretanto, essas diferencas sdo relativamente pequenas,
quando comparadas a capacidade acidogénica do 4cido latico, que apresenta pKa de 3,9;
lembrando que os AGV tém um pKa aproximado de 4,8. A implicacdo dessas
diferencas é que, quando a fermentacdo ruminal produz muito &cido latico, a
probabilidade de reduzir o pH do rimen € muito maior do que quando os produtos finais
da fermentagao sdo principalmente os AGV (Bach, 2009).

Além do 4cido lético, alguns compostos téxicos também estdo associados as
patologias causadas pela acidose ruminal, como aminas e endotoxinas bacterianas
(Nagaraja & Titgemeyer, 2007).

Dentre as aminas, a histamina tem sido estudada como uma das causas da
laminite, divido ao seu poder vasodilatador e ao fato de seu actimulo no rimen ocorrer
justamente em situacdes de baixo pH (Nagaraja & Titgemeyer, 2007).

A concentragdo das endotoxinas é maior no fluido ruminal de animais
alimentados com dieta de alto grdo, o que, provavelmente, estd associado as condicdes

de ambiente ruminal criadas por este tipo de alimentacdo, como, por exemplo, o baixo



pH. Ocorre um aumento na concentragao de endotoxinas livres no rimen, que causa a
redu¢do na motilidade reticulo-ruminal, agravando o quadro de acidose (Nagaraja &
Titgemeyer, 2007).

Com o objetivo de aumentar a producgdo, seja de carne ou de leite, muitos
produtores aumentam, consideravelmente, a participacdo de concentrados na dieta,
chegando a niveis de 80 e, até mesmo, de 90%. Para os animais submetidos a dietas
semelhantes a esta, € sabido da necessidade de utiliza¢do de algum ingrediente capaz de
minimizar a redu¢do do pH, evitando a ocorréncia das alteracdes fisiologicas ja citadas.

Dentre estes ingredientes, podem ser citados os tamponantes, como O
bicarbonato de sodio, o sesquicarbonato de sédio e o calcario calcitico, ou os
alcalinizantes, como o 6xido de magnésio, que podem ser utilizados individualmente ou
em associagao.

Outra alternativa se constitui no uso de leveduras, em suas varias formas. No
entanto, ha caréncia, na literatura, de dados praticos sobre a utilizacdo de aditivos que
possam responder adequadamente e, além disso, a maioria dos estudos disponiveis nao
foi conduzida nessas condi¢des de dietas com alta participagdo de concentrado, o que
certamente dificulta o entendimento das respostas.

Denev et al. (2007) citam que as respostas produtivas de animais sob
suplementa¢do com leveduras podem atingir até 30% de aumento na producdo de leite e
20% no ganho do peso. Fortina et al. (2011) constataram maior eficiéncia alimentar
quando vacas em lactagcdo foram suplementadas com cultura de levedura inativa.

Vale ressaltar que os efeitos das leveduras, listados na literatura, sdo bastante
inconsistentes. O tipo de cepa, o nivel de suplementacdo, o tipo de forrageira, a relagdo

volumoso:concentrado e o estado fisioldgico do animal sdo fatores que interferem nas



respostas obtidas em bovinos suplementados com leveduras (Williams et al., 1991;
Newbold et al., 1994; Wallace, 1996).

Os trabalhos encontrados na literatura sao varidveis quanto ao tipo de
suplemento utilizado. Em sua maioria, sdo utilizadas as intimeras cepas de
Saccharomyces cerevisiae, em diferentes meios de cultura, ou somente suas células
vivas. Estas diferem basicamente pela quantidade de células vidveis, sendo que, ao
suplementar um animal com a levedura viva, provém-se mais células vidveis do que
quando se faz uso das culturas de leveduras. Em relacdo aos efeitos, em estudo in vitro,
Lynch & Martin (2002) observaram somente pequenas diferencas entre estes
suplementos, sem significado bioldgico aparente.

Por outro lado, mesmo que em menor frequéncia, também ¢é testada a capacidade
das leveduras mortas, que podem ser autolisadas, autoclavadas ou hidrolisadas, em
manter as fun¢des do ambiente ruminal.

A habilidade da levedura ativa (ou viva) em controlar as concentracdes de acido
latico no rimen foi relatada em animais canulados (Williams er al., 1991) e em
incubacdes de microrganismos do fluido ruminal in vitro (Lynch & Martin, 2002, Lila
et al., 2004). Essa habilidade pode ser atribuida ao fato de alguma cepa de
Saccharomyces cerevisiae possuir superioridade em relacdo ao Streptococcus bovis na
utilizacdo dos acucares, consequentemente, limitando o volume de é&cido lético
produzido (Chaucheyras et al., 1996).

Adicionalmente, outros dois principais modos de acdo sdo amplamente descritos
na literatura, para a levedura viva, sendo estes relacionados ao fornecimento de fatores
estimulatdrios as bactérias do rimen e a absor¢cao do oxigénio que entra no ambiente

ruminal (Martin & Nisbet, 1992).



Os fatores estimulatérios podem ser vitaminas ou os dcidos dicarboxilicos,
principalmente o dcido madlico, que sdao fornecidos pelas leveduras e servem como
substrato para as bactérias utilizadoras de acido latico, promovendo o crescimento e a
proliferacao destes microrganismos, favorecendo sua atividade e, portanto, contribuindo
para maior consumo do 4cido latico produzido no rimen, gerando menor flutuacido do
pH ruminal (Martin & Nisbet, 1992).

O segundo modo de acdo é devido a capacidade respiratéria da levedura ser
elevada em relacdo a quantidade de oxigénio presente no rimen. Segundo Newbold et
al. (1996), pequenas concentracdes de oxigénio presentes no alimento e na saliva podem
adentrar ao rimen, apesar de se tratar de um compartimento estritamente anaerdbio.
Sendo assim, a grande afinidade das leveduras pelo oxigénio melhora o ambiente
ruminal para os microrganismos anaerdbios por intermédio da retirada do oxigénio do
meio. Dessa forma, sao favorecidos o crescimento e a atividade das bactérias ruminais,
principalmente das celuloliticas, com consequente melhoria da digestibilidade da
matéria seca, em especial da fibra.

Segundo Orskov & Ryle (1990), a degradabilidade da matéria seca e da fibra
aumenta quando o pH ruminal € maior que 6,2 e esta faixa de pH pode ser alcangada
com a utilizacdo das leveduras, culminando com a melhoria na degradabilidade da
matéria seca. Além disso, também podem ser observadas uma melhor utilizacdo da
amoOnia e maiores sintese e fluxo de proteina microbiana para o duodeno, como
resultado da maior atividade das bactérias no rdmen. Como consequéncia, o
desempenho animal serd melhor, visto que todos estes fatores podem levar ao maior
consumo de matéria seca e eficiéncia no metabolismo energético (Newbold et al., 1996;

Chaucheyras & Fonty, 2001).



Em trabalhos in vitro, foi reportado que as leveduras também sado capazes de
reduzir a emissao de gds metano e tornar mais eficiente o aproveitamento da energia da
dieta. Chaucheyras et al. (1995) observaram que, na presenca da cultura de leveduras,
os hidrogénios livres presentes no rimen foram, principalmente, utilizados pelas
bactérias acidogénicas. O contrdrio ocorreu na auséncia da cultura de leveduras, quando
os hidrogénios livres foram preferencialmente utilizados pelas arqueobactérias
metanogénicas.

Um dos resultados mais consistentes da suplementacdo com levedura viva em
ruminantes € o aumento do nimero de células bacterianas ruminais. Wallace &
Newbold (1993) e Newbold et al. (1996) relataram significativo incremento nas
bactérias vidveis no rimen dos animais suplementados com levedura.

Nao apenas as culturas de levedura e as leveduras vivas, mas também outras
formas de leveduras t€ém recebido atencdo de pesquisadores. Dentre elas estdo as
leveduras inativas, sendo a levedura inativa autolisada, utilizada neste estudo, um
exemplo. Um dos principais entraves a sua utilizacao na pecudria € a inconsisténcia das
respostas obtidas nas pesquisas.

Com relagdo aos mecanismos de acdo, a levedura inativa ndo pode agir no
rimen da mesma forma que a levedura viva, devido a auséncia de atividade bioldgica.
Dessa forma, dos trés mecanismos descritos acima para a acdo da levedura viva, a
levedura inativa s6 atua fornecendo fatores estimulatérios aos microrganismos do
rimen. Ainda assim, acredita-se que a levedura inativa tenha potencial para ser utilizada
como aditivo na prevenc¢ao da acidose ruminal.

Oeztuerk (2009) testou os efeitos da levedura viva e da levedura inativa
autoclavada sobre a fermentagdo ruminal in vitro. Ele concluiu que ambas, levedura

viva e autoclavada, aumentaram a producao didria individual e total de AGV e o teor de



nitrogénio amoniacal ruminal (NAR) e ndo demonstraram efeito sobre a digestibilidade
da matéria organica. Com relagdo ao pH, houve uma leve reducdo (0,03 unidades) no
tratamento com levedura autoclavada em comparacdo com a ndo utilizacdo de
aditivos.Dawson er al. (1990), trabalhando com dietas com alto volumoso, nio
detectaram diferencgas entre o tratamento controle (sem leveduras) e o tratamento no
qual se utilizou como aditivo a levedura inativa sobre pH ruminal, concentragao total e
individual de AGV, propor¢ao acetato:propionato e concentracdo de NAR.

A levedura autolisada pode ser obtida por autodigestdo enzimética das proteinas
e de outros componentes celulares, ou por meio da utilizacio de dcidos ou enzimas para
hidrolisar a célula (hidrolisados), ou, ainda, por ruptura, usando pressio osmdtica e
expondo as leveduras a uma solu¢do com elevada concentragdo de sais (Amorim &
Lopes, 2009).

A partir das consideragdes feitas, a execugao deste trabalho teve como objetivo
estudar o efeito da levedura viva e levedura inativa autolisada sobre o consumo
voluntario, coeficientes de digestibilidade, eficiéncia de produg¢do de proteina
microbiana, caracteristicas do ambiente ruminal (pH, NAR e AGV) e balanco de

compostos nitrogenados de bovinos alimentados com dietas de alto concentrado.



MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado durante o periodo de novembro de 2010 a fevereiro de
2011, nas instalagdes do Laboratério de Animais do Departamento de Zootecnia (DZO)
da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Foram utilizadas cinco novilhas Nelore, de aproximadamente dois anos de idade,
com peso vivo médio inicial de 300 + 39,4 kg, origindrias de rebanho comercial,
fistuladas no rimen. Os animais foram distribuidos em delinamento em quadrado latino
5x5, com composto por cinco periodos experimentais com 15 dias de duragdo cada,
sendo os primeiros sete dias para adaptacdo dos animais e o restante para coleta de
dados e materiais.

Ao chegar ao local experimental, os animais foram pesados, identificados,
alojados em baias individuais, cobertas, com piso de concreto, com area de 6 m2/baia,
dotadas de comedouros de alvenaria e bebedouros individuais, e contidos por cabrestos
e correntes

Foram avaliados cinco aditivos/niveis em uma mesma dieta basal, como se
segue: sem aditivo (controle negativo); bicarbonato de sddio e 6xido de magnésio na
propor¢ao de 4:1 a 1% da matéria seca da dieta (controle positivo); 10 g/animal/dia de
levedura viva; 15 g/animal/dia de levedura inativa autolisada; 30 g/animal/dia de
levedura inativa autolisada. As dosagens de levedura utilizadas foram estipuladas
conforme recomendacao do fabricante.

A dieta total, constituida por silagem de milho e concentrado a base de milho e
farelo de soja (Tabela 1), foi fornecida duas vezes ao dia, as 7h00 e as 15h00. A relacao
volumoso:concentrado utilizada foi de 20:80 (Tabela 2), sendo a dieta calculada para

proporcionar ganho de peso de 1,2 kg por animal por dia, segundo o NRC (2000).



Diariamente, foi realizado ajuste do alimento fornecido, calculado de acordo com as

sobras, que foram mantidas entre 5 e 10% da alimentacao oferecida.

Tabela 1 - Composicdo quimica dos ingredientes utilizados nas dietas experimentais.

Milho Milho grao Farelo de

Item silagem moido soja
Matéria seca 236,1 852,3 892,3
Matéria orgﬁnical1 949,0 987,1 935,5
Protefna bruta' 73,9 90,1 503,8
Extrato etéreo’ 20,7 31,8 11,9
Fibra em detergente neutro corrigida para cinzas

e proteina’ 5222 128,5 103,7
Carboidratos nio fibrosos' 332,1 736,7 316,1
Matéria mineral' 51,0 12,9 64,5

" g/Kg MS

Tabela 2 — Propor¢ao dos ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais.

Sem NaHCO; + MgO Com NaHCO; + MgO
Ingrediente Concentrado  Dieta Concentrado  Dieta
Milho silagem 20,00 20,00
Milho grao 82,80 66,24 80,97 64,78
Farelo de soja 14,95 11,96 15,53 12,42
Premix mineral 0,02 0,02 0,02 0,02
Calcario 1,00 0,80 1,00 0,80
Bicarbonato de sédio - - 0,71 0,57
Oxido de magnésio - - 0,18 0,14
Sal comum 0,27 0,22 0,61 0,49
Ureia 0,93 0,74 0,94 0,75
Composicao nutricional
Matéria seca 86,10 0,74 86,30 0,74
Matéria organica 96,70 0,96 95,40 0,95
Proteina bruta 17,50 0,15 17,60 0,15
Extrato etéreo 2,80 0,02 2,80 0,02
Fibra em detergente neutro corrigida
para cinzas e proteina 12,20 0,20 12,00 0,20
Carboidratos nao fibrosos 65,70 0,59 64,60 0,58
Matéria mineral 3,30 0,04 4,60 0,05

A silagem de milho utilizada, proveniente de um silo de superficie, ndo

apresentou as caracteristicas desejadas de odor e cor. Isso ocorreu, provavelmente,
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devido a entrada de dgua no silo, visto que o experimento foi conduzido em uma época
de grande volume de chuvas. Dessa forma, a silagem apresentou baixo teor de matéria
seca, interferindo em sua qualidade.

As leveduras de cana (Sacharomyces cerevisiae), viva e inativa, foram
infundidas no ramen imediatamente ap6s o fornecimento da alimentagdo, pela manha e
a tarde. Para tanto, as quantidades foram previamente pesadas em cartuchos de papel
com metade da dose a ser fornecida por dia, para que, apés as duas infusdes, fosse
alcancada a dose didria desejada.

O bicarbonato de sédio e o 6xido de magnésio foram misturados ao concentrado
no momento da preparacao do mesmo.

Do 8° ao 13° dia de cada periodo, no momento da alimentacdo, foram feitas
amostragens didrias da silagem de milho. Os ingredientes que compdem o concentrado
foram amostrados na fabrica de ra¢do, no momento da confeccdo desta, uma vez por
periodo. Do 9° ao 14° dias, foram amostradas as sobras. Ao final de cada periodo, foram
confeccionadas amostras compostas por animal, que foram acondicionadas em sacos
plasticos e congeladas.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas e pré-desidratadas em estufa
de ventilagao forcada a 65 °C, por 72 horas.

A coleta total de fezes foi realizada em trés dias alternados, no 9°, 11° e 13° dias,
sendo sempre iniciada as 6h00, prolongando-se por 24 horas. Ao final de cada dia,
foram amostrados, pesados e pré-desidratados, em estufa de ventilacdo for¢ada a 65 °C,
por 72 horas, 5% do total defecado por cada animal.

As amostras de alimentos, sobras e fezes foram processadas a 1 mm, em moinho
de facas. Todas as amostras, devidamente moidas, foram acondicionadas em frasco

plastico com tampa e armazenadas para futuras andlises.
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As andlises quimicas de alimentos, sobras e fezes foram realizadas no
Laboratério de Nutri¢do Animal do DZO/UFV e compreenderam a avalia¢do dos teores
de matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) e
matéria mineral (MM), as quais foram realizadas conforme as especificagdes descritas
por Silva & Queiroz (2002). A andlise do teor fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e compostos nitrogenados (FDN,) foi realizada segundo Mertens (2002),
utilizando-se a-amilase termoestdvel e omitindo-se a utilizacdo de sulfito de s6dio. A
correcdo para os teores de cinzas e compostos nitrogenados foram realizadas segundo
Mertens (2002) e Licitra (1996).

O teor de carboidratos nao fibrosos (CNF) foi calculado como proposto por
Detmann e Valadares Filho (2010), sendo: CNF = 100 - %PB - %FDN, - %EE -
%Cinzas.

Os nutrientes digestiveis totais (NDT) foram calculados segundo Weiss (1999),
pela seguinte equagdo: NDT (%) = PBd + FDN,d + CNFd + 2,25 EEd, em que:

PBd = proteina bruta digestivel; FDN.,d = fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e compostos nitrogenados; CNFd = carboidratos nao fibrosos digestiveis; EEd =
extrato etéreo digestivel.

Foi determinado o consumo de cada um dos componentes (MS, MO, PB, EE,
FDN,, e CNF), em kg/dia e em g/kg de peso corporal/dia (g/kg PV/dia).

As coletas de liquido ruminal e sangue foram realizadas em quatro hordrios, as
6h00, 12h00, 18h00 e 24h00 do 14° dia de cada periodo experimental. A amostragem do
fluido ruminal foi realizada de forma manual, na interface liquido:sélido deste
compartimento.

Para avaliagdo do pH e concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR),

realizou-se a filtragem das amostras de fluido ruminal em gaze e a leitura do pH foi
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efetuada imediatamente, no liquido ruminal, utilizando-se potenciometro (pHmetro).
Por fim, o pH médio didrio foi considerado como a combinagdo de todos os horarios de
leitura realizados em um periodo.

Amostras de 50 mL foram acondicionadas em recipientes pldsticos contendo um
mL de solugdo de acido sulftrico (1:1), para andlise do NAR. A avaliacdo do teor de
NAR foi realizada segundo técnica colorimétrica, descrita conforme Chaney e Marbach
(1962). A concentracdo média didria de NAR foi obtida por meio da média aritmética
das concentracdes em cada horério de coleta.

Também foi realizada amostragem de liquido ruminal para determinagdo dos
acidos graxos volateis (AGV) — acético, propidnico e butirico. Uma aliquota de 10 mL
de liquido ruminal foi adicionada a um frasco contendo 10 mL de dcido metafosférico a
25%, em cada horario de coleta, formando uma amostra composta por periodo, a qual
foi congelada a -20 °C para posterior avaliacao do teor de AGV. A andlise foi realizada
em Cromatdgrafo Liquido de Alto Desempenho (HPLC), marca Shimadzu, modelo
SPD-10A VP, acoplado a um detector ultravioleta (UV), utilizando-se comprimento de
onda de 210 nm.

Os AGV foram separados em uma coluna C 18 (fase reversa), da marca
BIORAD (25 cm x 4,5 mm de diametro), com fluxo de 0,6 mL/minuto e pressao de 124
Kgf. A fase movel utilizada foi d4gua em 1% de &4cido ortofosférico. Por fim, foi
determinada a relacdo acetato:propionato.

O sangue foi amostrado, diretamente da veia jugular, em tubos com gel
separador e, posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 20
minutos. O soro foi acondicionado em eppendorffs e congelado para posteriores anélises

de glicose, nitrogénio ureico e creatinina.
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As andlises dos teores de glicose e creatinina foram realizadas pelo método
enzimatico colorimétrico e a do teor de ureia pelo método ultravioleta, no aparelho
Cobas Mira - Roche® Automatico, utilizando kits comerciais da marca Labtest. As
concentracdes finais foram obtidas pela média aritmética das concentracdes observadas
nos diferentes horérios de coleta.

Foram realizadas, no 15° dia de cada periodo experimental, coletas spot de urina
em dois hordrios, pela manha e a tarde, sempre imediatamente antes do fornecimento da
alimentacao, ou seja, as 07h00 e as 15h00.

Ap6s filtragem em trés camadas de gaze, aliquotas de 10 mL foram diluidas,
imediatamente, em 40 mL de 4cido sulfirico a 0,036 N. O pH destas amostras foi
ajustado para valores inferiores a 3, a fim de evitar a destruicdo bacteriana dos
derivados de purina e precipitagdo do dcido trico, sendo armazenadas a -20 °C para
posteriores andlises de nitrogénio total (método de Kjeldahl; Silva & Queiroz, 2002),
creatinina, ureia, alantoina e acido urico.

A sintese proteica ruminal foi estimada segundo Chen & Gomes (1992).

A estimacdo da concentracdo de creatinina foi realizada pelo método enzimatico
colorimétrico (kit comercial Labtest) e utilizada para o célculo do volume urindrio, com
base no valor da excrecdo didria de creatinina (Y, g/dia), estimada pela equagao descrita
por Silva ef al. (2012): Y = 0,0345 x PC***".

A avaliacdo do teor de 4cido trico foi realizada pelo método enzimdtico
colorimétrico, utilizando-se kit comercial In Vitro e de ureia, pelo método ultravioleta
por meio de kits comerciais Labtest.

A andlise de alantoina foi realizada pelo método colorimétrico, conforme técnica

de Fujihara et al. (1987), descrita por Chen & Gomes (1992).
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As purinas microbianas absorvidas (PA) foram calculadas a partir da excrecao
de derivados de purinas (DP), por intermédio da equagcdio PA = [DP -
(0,301*PV>")]/0,80, em que 0,80 representa a recuperacdo urindria de purinas
absorvidas no intestino delgado e 0,301 PC™" a contribuicdo endégena para a excre¢io
de purina (Barbosa, 2011). O fluxo intestinal de compostos nitrogenados microbianos
(Nmic) foi calculado em fun¢ao das purinas microbianas absorvidas (PA), utilizando-se
a equacdo Nmic = (70*PA)/(0,93 x 0,137 x 1000), em que 70 representa o N nas purinas
(mg N/mmol); 0,93, a digestibilidade das purinas microbianas e 0,137, a relacdo N-
RNA:NTotal nas bactérias (Barbosa, 2011).

O balanco de compostos nitrogenados foi estimado pela diferengca entre o
nitrogénio total ingerido pelos animais e as excre¢des fecais e urindrias de nitrogénio.

O experimento foi implementado e analisado segundo um delineamento em
quadrado latino 5x5, com cinco animais, cinco tratamentos e cinco periodos
experimentais.

As varidveis mensuradas foram avaliadas pelo modelo:

Yijk=p+Ti+Aj+Pk+ gijk

em que: Y= varidvel resposta mensurada no animal j, durante o periodo k, submetido
aos diferentes tipos/niveis de aditivo; u = constante geral; T; = efeito do tratramento i,

tipos/niveis de aditivo; A; = efeito do animal j; Py= efeito do periodo experimental k;

&ijkx = erro aleat6rio ndo-observavel, pressuposto de distribui¢do normal.

As andlises estatisticas foram realizadas por intermédio do PROC GLM do
programa SAS (Statistical Analyses System), adotando 5% como nivel critico de
probabilidade para o erro tipo I. Quando verificada diferenca estatistica entre
tratamentos, foi utilizado o teste Tukey (o = 5%) para comparacao entre médias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foram observadas diferencas (P>0,05) entre os aditivos utilizados para

consumo de matéria seca, consumo de matéria organica, consumo de proteina bruta,

consumo de extrato etéreo, consumo de fibra em detergente neutro corrigida para cinzas

e compostos nitrogenados, consumo de carboidratos ndo fibrosos e consumo de

nutrientes digestiveis totais, expressos em kg/dia e em g/kg de peso corporal/dia (Tabela

3).

Tabela 3 — Consumo de matéria seca (CMS), matéria organica (CMO), proteina bruta

(CPB), extrato etéreo (CEE), fibra em detergente neutro corrigida para
cinzas e proteina (CFDNCcp), carboidratos ndo fibrosos (CCNF) e nutrientes
digestiveis totais (CNDT), em funcdo dos diferentes aditivos/niveis
avaliados

Tratamento’

Variavel ValorP CV (%)

SA TA LV10 LA1S5 LA30

kg/dia

CMS 6,05 5,48 5,58 6,04 5,97 0,609 12,5
CMO 5,82 5,2 5,36 5,82 5,75 0,531 12,5
CPB 0,85 0,78 0,79 0,85 0,85 0,65 12,4
CEE 0,16 0,15 0,14 0,16 0,15 0,747 12,1
CFDN¢, 1,23 1,11 1,15 1,21 1,19 0,498 10,9
CCNF 3,53 3,00 3,27 3,55 3,51 0,313 13,5
CNDT 4,53 4,06 4,34 4,58 4,55 0,602 12,9
g/kgPC/dia
CMS 1696 15,64 15,85 17,65 17,51 0,520 13,4
CMO 16,32 14,84 1525 16,99 16,85 0,455 13,5
CPB 2,42 2,24 2,27 2,50 2,51 0,576 13,7
CEE 0,45 0,43 0,42 0,47 0,47 0,630 13,3
CFDN¢, 3,49 3,21 3,18 3,53 3,48 0,464 11,4
CCNF 9,86 8,53 9,29 10,39 10,28 0,252 14,3

'SA: sem aditivo; TA: tamponante e alcalinizante; LV10: levedura viva 10 gramas; LA15: levedura
autolisada 15 gramas; LA30: levedura autolisada 30 gramas.
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Considerando o peso médio dos animais, o consumo de matéria seca foi baixo.
Isto significa que houve selecdo do material disponivel no cocho, de forma que os
animais procuravam comer o volumoso em detrimento do concentrado, na tentativa de
ingerir menor quantidade do alimento que causaria algum desconforto. Como a
quantidade de silagem fornecida foi pequena e limitada, o consumo total foi baixo.
Além disso, como discutido anteriormente, a situagdo foi agravada pela ma qualidade da
silagem utilizada.

Com base nos resultados obtidos, pode-se inferir que tanto a levedura autolisada
quanto a levedura viva e o bicarbonato de sédio e 6xido de magnésio, provavelmente,
nao foram capazes de promover, no ambiente ruminal, condicdes favoraveis a adequada
digestibilidade da matéria seca, principalmente a digestibilidade da fibra, o que levaria
ao consequente incremento do consumo de matéria seca. Sendo o consumo relacionado
a taxa inicial de digestao da fibra, se ndo houver melhoria na degradagdao ruminal deste
componente, também nao se consegue observar melhora significativa na ingestdo de
matéria seca.

Contudo, no caso de dietas com elevada proporcao de concentrado, a regulacao
da ingestdo de alimentos € basicamente comandada pelo mecanismo energético. Dessa
forma, a ndo observacao de efeito dos aditivos sobre o consumo nao pode ser explicada
somente pela influéncia da digestibilidade da fibra sobre esta varidvel. E possivel que a
dieta oferecida aos animais nio tenha sido suficientemente acidogénica (devido a
selecdo feita pelos animais ao se alimentarem), a ponto de causar maiores
consequéncias a digestibilidade da matéria seca e, por conseguinte, ao consumo dos
animais.

Resultados encontrados na literatura para consumo voluntdrio sdo varidveis.

Santos et al. (2006) e Fereli et al. (2010) ndo obtiveram respostas sobre o consumo
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voluntario ao utilizar leveduras vivas. Ja Stella er al. (2007), em seu trabalho com
cabras lactantes, e Bitencourt (2008), trabalhando com vacas em lactacdo, observaram
que o uso de levedura viva foi capaz de causar incremento no consumo voluntario.
Williams et al. (1991) também observaram efeito benéfico do uso da cultura de
leveduras sobre o consumo voluntdrio, quando a relagdo volumoso:concentrado foi
40:60. Com relagdo ao uso da levedura inativa sobre o consumo voluntario, sao escassos
os resultados para esta varidvel, visto que a maioria dos trabalhos cientificos foi
realizada in vitro ou preconizou somente a avaliagdo de parametros ruminais.

Nao foi detectada diferenca (P>0,05) entre os tratamentos para a digestibilidade
da matéria seca, matéria organica, proteina bruta, fibra em detergente neutro corrigida
para cinzas e compostos nitrogenados e carboidratos nido fibrosos e para o teor de
nutrientes digestiveis totais (Tabela 4).

Tabela 4 — Digestibilidade aparente total da matéria seca (DMS), matéria orgéanica
(DMO), proteina bruta (DPB), extrato etéreo (DEE), fibra em detergente
neutro corrigida para cinzas e compostos nitrogenados (DFDNcp),

carboidratos ndo fibrosos (DCNF) e nutrientes digestiveis totais (NDT)
expressos em grama/grama, em funcdo dos diferentes aditivos/niveis

avaliados
Varidvel Tratamento! ValorP CV (%)
SA TA LVI0O LA15 LA30
DMS 0,76 0,78 0,78 0,76 0,77 0,675 3.9
DMO 0,77 0,79 0,80 0,77 0,78 0,628 3,7
DPB 0,76 0,76 0,74 0,76 0,76 0,934 5.3
DEE 0,76 B 0,83A 0,80AB 0,78AB 0,83 A 0,039 4,3
DFDN, 0,65 0,68 0,66 0,65 0,62 0,524 8,1
DCNF 0,81 0,82 0,85 0,82 0,83 0,403 3.9
NDT 0,76 0,75 0,79 0,77 0,77 0,434 3,7

Meédias, na linha, seguidas por letras maidsculas diferentes, sdo diferentes (P<0,05) pelo Teste Tukey.
ISA: sem aditivo; TA:tamponante e alcalizante; LV10: levedura viva 10 gramas; LA15: levedura
autolisada 15 gramas; LA30: levedura autolisada 30 gramas.
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A digestibilidade do extrato etéreo foi maior (P<0,039) nos tratamentos nos
quais foram utilizados aditivos. Os tratamentos tamponante e alcalinizante e levedura
autolisada na dose de 30 g/dia resultaram em maiores valores de digestibilidade do
extrato etéreo. A nao utilizagdo de aditivos conduziu a digestibilidade do extrato etéreo
mais baixa. J4 os tratamentos levedura autolisada na dose de 15 g/dia e levedura viva
ndo diferiram dos anteriores.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Monnerat (2009),
durante conducdo de trabalho utilizando células vivas da levedura Saccharomyces
cerevisae e monensina sédica como aditivos e nivel baixo (23%) e alto (38%) de amido
na dieta. Em seu trabalho, a maior dosagem de levedura (2,5 g/100 kg de peso corporal)
conduziu ao maior coeficiente de digestibilidade do extrato etéreo (85,11 versus 69,92%
no tratamento controle).

As diferencas encontradas na digestibilidade do extrato etéreo ndo afetaram os
teores de NDT devido ao fato de a fracdo extrato etéreo corresponder a apenas 2% da
matéria seca total da dieta.

Fortina et al. (2011) avaliaram os efeitos da cultura inativa de Saccharomyces
cerevisiae sobre a degradabilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), proteina bruta
(DIVPB) e fibra em detergente neutro (DIVFDN). Segundo os autores, a levedura
inativa levou ao incremento da DIVPB e DIVFDN, mas nao influenciou a DIVMS.

Na Tabela 5, estdo apresentados os resultados obtidos para consumo de
nitrogénio (CN), excre¢do fecal de nitrogénio (EFN), excrecdo urindria de nitrogénio
(EUN), balanco de compostos nitrogenados (BN), eficiéncia de utilizacdo do nitrogénio
em relacdo ao nitrogénio consumido (EFUN 1) e ao nitrogénio absorvido (EFUN 2) e
eficiéncia de produgdo microbiana (EMic). Nenhuma dessas varidveis foi influenciada

pelos tratamentos (P>0,05).
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Tabela 5 — Consumo de nitrogénio (CN), excre¢do fecal de nitrogénio (EFN), excrecdo
urindria de nitrogénio (EUN), balanco de compostos nitrogenados (BN),
eficiéncia de utilizagdo do nitrogénio em relacdo ao nitrogénio consumido
(EFUN 1) e absorvido (EFUN 2) e eficiéncia de producdo microbiana
(EMic) em funcdo dos aditivos/niveis avaliados

Variavel Tratamento' ValorP CV (%)
SA TA LVI0O LAI1S5 LA30
CN® 137,51 125,15 127,60 136,68 136,69  0,6500 12,46
EFN? 33,61 30,99 33,37 33,81 33,90 0,8339 13,75
EUN® 47,88 49,44 41,12 48,13 49,33 0,8544 28,66
BN* 56,02 44,71 53,11 54,74 53,47 0,7427 27,13
EFUN 1° 40,00 37,00 44,00 40,00 40,00 0,8624 25,14
EFUN 2° 53,00 49,00 60,00 53,00 53,00 0,7212 22,34
EMic* 151,49 172,18 137,15 161,16 160,26  0,7464 26,77

'SA: sem aditivo; TA: tamponante e alcalinizante; LV10: levedura viva 10 gramas; LA15: levedura
autolisada 15 gramas; LA30: levedura autolisada 30 gramas.
* g/dia; *porcentagem; *gPmic /kg NDT.

Considerando que nao foram encontradas diferencas no CPB, € condizente que o
CN também ndo tenha sido afetado pelos tratamentos. O mesmo raciocinio pode ser
tracado quando se relaciona a DPB e a EFN e EUN. Se a DPB ndo foi influenciada
pelos diferentes tratamentos, ¢ normal que a EFN e EUN também sigam o mesmo
padrdo de resposta. Assim, a utilizagdo de leveduras na dieta de bovinos ndo reduziu as
perdas de compostos nitrogenados.

Os valores observados para o BN estdo dentro de uma faixa considerdvel para
bovinos em crescimento. Entretanto, ndo existe um valor referéncia para esta varidvel,
visto que hd inimeras fontes proteicas, com diferentes digestibilidades, além da ampla
variacdo dos teores de proteina bruta utilizados nas dietas (Monnerat, 2009).

Como ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos, pode-se dizer que a

utilizagdo de leveduras como aditivos ndo ocasionou maior retencao de nitrogénio pelos

animais. Desta forma, os resultados apresentados permitem deduzir que a adicdo de
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levedura ndo € capaz de conduzir a incrementos no ganho de peso pelos animais em
situagdes de producao.

Nao foram obtidas respostas significativas com o uso das leveduras para a
eficiéncia do uso do nitrogénio em relacdo ao nitrogénio consumido ou ao nitrogénio
absorvido, provavelmente porque todas as varidveis utilizadas para estimacdo deste
valor (CN, EFN, EUN, CPB e DPB) também ndo foram afetadas pelos tratamentos.
Dessa forma, os aditivos/niveis utilizados ndo proporcionaram melhor utilizacdo do
nitrogénio em relacdo ao controle.

Sniffen & Robinson (1987) propuseram fatores que exercem influéncia sobre a
EMic. Sao eles: a massa microbiana e o substrato disponivel para fermentacdo no
rimen, composi¢do e taxa de fermentacdo do substrato e outros fatores referentes ao
ambiente ruminal, como a taxa de passagem.

Os tratamentos nado influenciaram a eficiéncia de producao microbiana. O NRC
(2001) propoe o valor de 130 g Pmic/kg NDT consumido para a EMic. Entretanto, em
condicdes tropicais, Valadares Filho ef al. (2006) encontraram valores de 120 g Pmic/kg
NDT consumido.

Os valores obtidos neste trabalho estdao acima destas especificagdes, com média
de 156,5 g Pmic/kg de NDT consumido. Nao hé relatos de que a eficiéncia de produgao
microbiana seja aumentada com o uso de leveduras ou com dietas contendo alta
propor¢do de concentrado, mas este resultado, provavelmente, foi encontrado devido ao
elevado teor de proteina da dieta. Desta forma, os valores obtidos neste trabalho ndo
estdo em concordancia com a literatura.

Monnerat (2009) encontrou EMic menor (média de 114 g Pmic/kg NDT) que o
valor referéncia ao estudar os efeitos de monensina sddica e levedura viva como

aditivos, utilizando dietas com 87% de concentrado.
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As médias didrias de pH e concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (NAR)

nao foram afetadas pelos (P>0,05; Tabela 6).

Tabela 6 — Médias, do periodo de 24 horas, do pH e teor de nitrogénio amoniacal
ruminal (NAR) em func¢do dos diferentes aditivos/niveis avaliados

Tratamento'
Varidvel ValorP  CV (%
anave SA TA LVI0O LAI5 LaA30 9 (%)
pH 629 62 602 618 601 0253 3.97

NAR (mg/dL) 11,26 12,57 11,67 12,89 13,01 0,775 20,66

ISA: sem aditivo; TA: tamponante e alcalinizante; LV10: levedura viva 10 gramas; LA15: levedura
autolisada 15 gramas; LA30: levedura autolisada 30 gramas.

O pH médio didrio obtido durante este estudo ndo foi afetado pelos tratamentos,
levando a conclusdao de que os aditivos utilizados ndo promoveram aumento do pH
ruminal em comparagdo ao tratamento controle. Entretanto, hd que se considerar que os
valores obtidos ndo sdo valores baixos, capazes de causar problemas relacionados a
acidose ruminal nos animais.

A atividade da maioria dos microrganismos ruminais é favorecida por uma faixa
de pH que varia de 6 a 7 (Coelho da Silva & Leao, 1979), sendo a atividade maxima
atingida com o pH de 6,2, segundo sugestdo de Grant & Mertens (1992). Analisando
dessa forma, observa-se que o pH médio de todos os tratamentos, inclusive do
tratamento controle negativo, estdo dentro desta faixa, ou seja, compreendem valores de
pH que proporcionam, segundo estes autores, a melhoria da atividade dos
microrganismos ruminais.

A auséncia de efeito das leveduras sobre o pH ruminal pode ser explicada pelo
baixo consumo de matéria seca. Como o consumo foi baixo e houve selecao do material
pelos animais, € possivel que a dieta ingerida nao tenha sido suficientemente
acidogénica para acarretar as alteracdes esperadas, principalmente a drastica reducao do

pH ruminal, o que levaria a outras consequéncias negativas, como diminui¢do do
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consumo voluntdrio e da digestibilidade da matéria seca. Tal fato pode ser confirmado
por meio da observacdo do valor de pH ruminal encontrado para o tratamento controle
negativo, no qual nenhuma forma de aditivo foi utilizada durante todo o experimento.

A dieta utilizada, com 80% de concentrado, sendo este composto de cerca de
80% de fuba de milho, finamente moido, foi estrategicamente escolhida a fim de
ocasionar maior produgdo de 4cido latico no rimen, com consequente queda demasiada
do pH deste compartimento, o que permitiria o pleno estudo da atividade dos diferentes
aditivos/niveis testados. Monnerat (2009) também relatou o0 mesmo problema, em que a
dieta utilizada, mesmo preconizando a grande ingestdo de amido, ndo conduziu a um
significativo declinio do pH ruminal. Entretanto, em seu estudo, o uso da levedura na
dose de 2,5 g/100 kg PC mostrou-se eficiente em aumentar o pH acima do observado no
tratamento controle.

Michalet-Doreau & Morand (1996) observaram aumento significativo do pH
ruminal (5,87 versus 5,53) de borregos alimentados com 70% de graos, quando estes
foram suplementados com leveduras vivas.

Outra provavel explicacdo € que, durante todo o experimento (75 dias), os
animais se adaptaram ao tipo de alimentac¢do que receberam diariamente e, portanto, ao
ser realizada a tabulacdo dos dados, o possivel efeito de redu¢do do pH ruminal,
ocorrido no inicio do periodo experimental, foi diluido pela auséncia de efeito nos
periodos finais, devido a tal adaptacdo dos animais.

Muitos pesquisadores também ndo detectaram alteragcdes no pH ruminal, ao
utilizar as diferentes leveduras como aditivo. Lila er al. (2004) utilizaram células vivas
de duas diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae para observar as modificacoes

nos parametros ruminais in vitro € ndo obtiveram respostas favordveis sobre o pH.
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Fereli et al. (2010) também nao encontraram efeito da utilizacdo de Saccharomyces
cerevisiae no pH do rimen de bovinos.

Por outro lado, Williams ef al. (1991) concluiram que a cultura de levedura
utilizada em seu estudo foi eficiente em reduzir o lactato e aumentar o pH ruminal de
novilhas alimentadas com 50% de feno e 50% de cevada.

Dados sobre a utilizagdao de leveduras inativas, in vitro (Oeztuerk et al., 2005;
Oeztuerk, 2009) ou in vivo (Dawson et al., 1990), sdo consistentes a0 comprovarem a
inabilidade deste tipo de suplemento em produzir melhorias significativas no pH
ruminal, assim como ocorreu no presente estudo.

Segundo Van Soest (1994), o teor de NAR é produto da degradacdo das
proteinas da dieta no rimen e da reciclagem de nitrogé€nio, na forma de ureia, via saliva
ou epitélio ruminal. A amonia liberada da degradacdo da proteina € a principal fonte de
nitrogé€nio utilizada pelos microrganismos do rimen. O excedente nao utilizado pelos
microrganismos € absorvido pela parede do rimen e segue para o figado, onde serd
metabolizado em ureia, sendo que esta reacdo necessita de um gasto energético por
parte do animal. Esta ureia, por sua vez, pode ser excretada via urina ou reciclada pela
saliva.

Concentragdes minimas de NAR sdo requeridas para que ndo haja limitacdo da
sintese microbiana. Valores minimos que cumprem este requisito t€ém sido reportados
por vérios autores. Slyter et al. (1979) realizaram um trabalho in vitro e concluiram que
0s microrganismos ruminais precisavam de, no minimo, 5 mg de NAR/dL de fluido
ruminal para exibirem crescimento e sintese microbiana maxima. Um ano mais tarde,
Schaefer et al. (1980) confirmaram este valor. Leng (1990) mencionou que a
concentracdo de NAR deveria estar abaixo de 10 mg/dL de fluido ruminal para otimizar

a digestibilidade da matéria seca, quando se utilizam forragens de baixa qualidade. Mais
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tarde, em condicdes brasileiras, Detmann et al. (2010) sugeriram o valor de 8,4 mg de
NAR/dL, ao trabalhar com bovinos alimentados com forragens tropicais.

No presente estudo, os aditivos ndo exerceram influéncia sobre as concentracoes
de NAR. Os valores encontrados sdo maiores que aqueles descritos por Slyter et al.
(1979), Schaefer et al. (1980), Leng (1990) e Detmann et al. (2010). Entretanto,
somente no trabalho conduzido Slyter et al. (1979) é que foi utilizada maior teor de
proteina, assim como neste trabalho.

Considerando que a degradacdo da proteina da dieta € positivamente
correlacionada com o teor de NAR, pode-se observar que a auséncia de significancia
entre as médias dos tratamentos para esta varidvel era esperada, visto que ndo foram
detectadas diferencas estatisticas entre os tratamentos para a DPB.

Doreau & Jouany (1998) ndo observaram efeito das leveduras sobre a producio
de NAR de vacas Holandesas recebendo dietas com 60% de silagem de milho. Esses
autores relataram apenas um aumento ndo significativo, cerca de duas horas apos a
alimentacdo. Eles atribuiram esta variagdo ao aumento na protedlise e deaminagdo pelos
microrganismos, logo apds o consumo.

Por outro lado, trabalhando em condig¢des in vitro, Oeztuerk (2009) concluiu que
leveduras vivas e autoclavadas (inativas) s@o capazes de aumentar a concentracdo de
NAR, sendo a levedura viva mais eficiente em realizar esta funcdo que a levedura
autoclavada. Possivel explicacdo para este fato é dada pela maior capacidade da
levedura viva em prover fatores estimulatérios (vitaminas e dcido mélico, por exemplo)
a atividade proteolitica exercida pelas bactérias ruminais.

O suprimento bésico de energia aos ruminantes € feito pelos acidos graxos
voléateis (AGV), sendo o 4cido propidnico o mais eficaz nesta fungdo. Nao foram

encontradas diferencas (P>0,05) para a producao total de AGV (Tabela 7).
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Tabela 7 — Produgdo de dcidos graxos volateis (AGV — mmol/dL) totais e propor¢des
molares dos 4cidos acético, propidonico e butirico (mmol/100 mmol) e
relacdo acetato: propionato em funcdo dos diferentes aditivos/niveis

avaliados
Variavel Tratamento’ Valor P cv
SA TA LVIO LAIS LA30 (%)
AGV totais 9,97 10,83 10,15 9,68 10,54 04975 9,77
Ac. acético 80,78 80,57 78,43 80,58 77,42 02902 3,12
Ac. propidnico 18,65 18,74 20,99 1892 22,00 01113 11,41
Ac. butirico 0,57 0,69 0,58 0,50 0,57 0,8290 38,55

Acetato: propionato 4,52 4,40 3,78 4,49 3,53 0,1327 13,99
'SA: sem aditivo; TA: tamponante e alcalinizante; LV10: levedura viva 10 gramas; LA15: levedura
autolisada 15 gramas; LA30: levedura autolisada 30 gramas.

Dawson et al. (1990) ndo detectaram influéncia da levedura inativa e da levedura
viva sobre a producdo de AGV. Ao trabalharem com leveduras vivas na alimentac¢io de
vacas Holandesas, Doreau & Jouany (1998) nao detectaram efeitos deste aditivo sobre a
média didria de producdo de AGV. Eles observaram aumento transiente cerca de 4 horas
ap6s a alimentacdo. Os autores consideram que muitos pesquisadores ndo encontram
consequéncias do uso de leveduras sobre a produgdo total de AGV, quando trabalham
com médias didrias, devido a este efeito transitério da Saccharomyces cerevisiae, o que
pode ter ocorrido ao se analisar os dados do presente estudo. Em adi¢do, a conclusao
desenhada pelos autores é de que as leveduras ndo sdo capazes de modificar
consideravelmente o ecossistema e metabolismo dos microrganismos ruminais.

A concentragdo dos acidos orgénicos, no rimen, € influenciada por diversos
fatores, dentre eles a taxa de passagem, taxa de produgdo e absorcdo pelo epitélio
ruminal de determinado metabdlito, além da utilizacdo deste por outros microrganismos
ou transformacdo em outros produtos. Todos estes fatores dificultam a quantificacao
precisa das concentragdes isoladas de cada AGV. A expressao destes valores em fungao

do total de AGV quantificados € uma forma de minimizar este problema. Sendo assim,
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a avaliacdo das propor¢des molares de cada acido torna-se mais adequada nos estudos
em nutricdo de ruminantes (Valadares Filho & Pina, 2011).

As propor¢cdes molares de acidos acético, propidnico e butirico ndo foram
influenciadas pelos tratamentos (P>0,05). Michalet-Doreau & Morand (1996) nao
verificaram diferenca entre as propor¢des molares de acidos acético, propidnico e
butirico com a adicdo de cultura de leveduras na alimentacdo dos animais, durante a
adaptacdo as dietas com alto concentrado, assim como ocorrido no presente trabalho,
para todos os aditivos/niveis utilizados.

As proporcdes molares entre os 4cidos acético, propidnico e butirico variam
conforme a dieta, ou seja, conforme o tipo de substratos disponiveis no rimen para
fermentacdo pelos microrganismos. De acordo com Bergman (1990), a relacdo entre
estes acidos varia de 75:15:10 a 40:40:20. Na presenga de substratos celulésicos, ocorre
maior producdo de 4cido acético, culminando em propor¢des préximas a 75:15:10.
Todavia, quando amido e outros carboidratos altamente soliveis chegam em maior
quantidade ao rimen, esta relacdo tende a ser alterada, com elevagdo da participacio do
acido propidnico entre os produtos finais da fermentagdo ruminal. Desta forma, as
relacdes molares entre os AGV passam a estar mais proximas de 40:40:20.

No presente estudo, foram utilizadas dietas com alta quantidade de amido e
carboidratos soliveis e, no entanto, as relagcdes observadas ficaram mais préximas
aquelas obtidas quando se tem maior concentracdo de carboidratos fibrosos na dieta, o
que é, em parte, resultado do baixo consumo de matéria seca e da selecao, por parte dos
animais, do alimento volumoso. A propor¢io molar média encontrada foi de
79,56:19,86:0,58. Dessa forma, observa-se que a propor¢cao molar de 4cido acético foi

muito mais alta do que o esperado para o tipo de dieta utilizada, a de 4dcido propidnico
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ficou em um patamar abaixo do esperado e a de dcido butirico foi demasiadamente
reduzida.

Sendo o pH ruminal diretamente influenciado pelas quantidades dos substratos
fibrosos e nao-fibrosos que sdo fermentados no rimen, as relacdes molares dos produtos
da fermentag¢do também sao consequéncia direta desta varidvel. Em pH 6,2 (Tabela 6),
as propor¢des molares de dcidos acético e propidnico sdo, normalmente, valores
proximos a 70 e 20, respectivamente (Owens & Goetsch, 1993). Considerando estas
informacdes, observa-se que apenas a propor¢cdo obtida neste estudo para o &4cido
acético estd um pouco elevada.

Existem, no rimen, reagdes de interconversdao entre acetato e butirato. Em um
estudo com ovinos, 60% do carbono do butirato estavam em equilibrio com 20% do
carbono do acetato (Valadares Filho & Pina, 2011). A partir disto, pode-se pensar que
as condi¢des de ambiente ruminal dos animais durante este experimento favoreceram as
reacOes de interconversdo entre estes AGV, reduzindo a proporcao de dcido butirico e
aumentando a de dcido acético. Contudo, as alteracdes observadas nas médias obtidas
no presente trabalho foram elevadas demais para que somente este fenOmeno possa
explicar o acontecido.

Ainda, segundo Nussio et al. (2011), as concentragdes absolutas dos AGV
variam de acordo com as regides do rimen em que as amostras sdo colhidas. Conforme
estes autores, a concentracdo de 4cido acético geralmente € superior no liquido
associado a massa flutuante que no liquido livre procedente do saco ventral do rimen.
Durante o periodo experimental, pode ter sido realizada a amostragem do fluido ruminal
correspondente a esta faixa em que as concentragdes de dcido acético sdo maiores.

Nao foi constatada (P>0,05) influéncia dos aditivos sobre a relacdo

acetato:propionato. Esta, por sua vez, mostrou-se muito elevada em todos os

28



tratamentos como consequéncia da elevada concentracdo de acido acético e da baixa
concentracao de acido propionico encontradas no fluido ruminal.

Williams et al. (1991) observaram, em seu trabalho, que a cultura de
Saccharomyces cerevisiae levou a redug¢do da relagdo acetato:propionato, quando
comparada ao tratamento controle.

Oeztuerk (2009) verificou, em estudo realizado in vitro, resultados contrarios
aqueles observados no presente estudo. Em seu trabalho, tanto a levedura viva quanto a
levedura autoclavada foram capazes de aumentar a producao total e individual de AGV.
Contudo, a produgdo de propionato foi maior para o tratamento que recebeu levedura
viva, em compara¢do com a levedura inativa, com consequente reduc¢do da relacdo
acetato:propionato para estes tratamentos.

A composi¢ao bioquimica do sangue é um parametro utilizado para avalia¢ao da
condicdo de saide dos animais, refletindo transtornos metabdlicos ou desafios
nutricionais ou fisiolégicos enfrentados pelos mesmos (Gonzdlez & Scheffer, 2003). As
varidveis sanguineas analisadas neste trabalho (glicose, creatinina e ureia) ndo foram
afetadas (P>0,05) pelos diferentes tratamentos (Tabela 8).

Os niveis de glicose podem estar relacionados a problemas na homeostase do
animal, mas as variacdes nestes niveis sdo dificeis de diagnosticar, devido aos eficientes
mecanismos homeostdticos do organismo (Gonzdlez & Scheffer, 2003). Segundo
Gonzdlez & Silva (2006) os valores normais de glicose sanguinea para bovinos variam
de 45 a 75 mg/dL, estando as médias encontradas neste trabalho dentro desta faixa de
normalidade.

O é4cido propidnico € o principal precursor utilizado para sintese de glicose no
figado de ruminantes. Como era esperado aumento da producdo deste AGV no rimen,

esperava-se que a concentracdo sanguinea de glicose também fosse aumentada. Mas,
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este aumento do propionato nio foi constatado, sendo, desta forma, condizente a ndo
observacao de influéncia dos tratamentos sobre os teores sanguineos de glicose.
Tabela 8 — Médias e coeficiente de variagdo (CV) das concentragcdes sanguineas de

glicose, creatinina e ureia, em funcdo dos diferentes aditivos/niveis
avaliados

Tratamento'
Variavel ValorP CV (%)
SA TA LV10 LA15 LA30

Glicose (mg/dL) 68,60 74,05 71,25 74,70 72,05 @ 0,1204 4,98
Creatinina (mg/dL) 1,46 1,38 1,33 1,36 1,35 0,1122 5,35
Ureia (mg/dL) 38,92 35,05 36,49 39,57 39,20 0,879 21,34

'SA: sem aditivo; TA: tamponante e alcalinizante; LV10: levedura viva 10 gramas; LA15: levedura
autolisada 15 gramas; LA30: levedura autolisada 30 gramas.

Os teores de creatinina refletem a taxa de filtracdo renal e, quando estdo altos,
indicam problemas na funcionalidade dos rins (Gonzdlez & Scheffer, 2003). As médias
obtidas neste trabalho para as concentragdes de creatinina no sangue ndo foram afetadas
pelos tratamentos e encontram-se dentro da faixa estabelecida por Gonzdlez & Silva
(2006), entre 1 e 2 mg/dL.

A concentragdo de nitrogénio ureico no soro (NUS) apresenta correlacio
positiva com o consumo de compostos nitrogenados (Valadares et al., 1997; Valadares
et al., 1999). Assim, fica clara a importancia de se avaliar o teor sérico deste metabdlito
para que se possa inferir sobre a ocorréncia de perdas proteicas, evitando prejuizos
econdmicos e reduzindo o impacto ambiental causado pelos sistemas de producgdao
(Pessoa et al., 2009).

Piva et al. (1993), Doreau & Jouany (1998) e Santos et al. (2006) ndo relataram
efeito da suplementacdo com cultura de leveduras para vacas em lactacdo sobre a
concentracdo de glicose e NUS. Bitencourt (2008) ndo verificou efeito da utilizagdo de

levedura como aditivo para vacas leiteiras sobre o NUS. Os dados publicados sobre o
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uso de leveduras inativas ndo avaliaram os metabdlitos sanguineos, principalmente
porque a maioria dos trabalhos foram conduzidos in vitro.

Virios autores (Arambel & Kent, 1990; Williams, 1991; Doreau & Jouany,
1998) concluiram que a ac@o benéfica das leveduras sobre consumo, digestibilidade e
estabilizacdo do ambiente ruminal (reducdo da concentracdao de lactato e aumento do
pH) sdo mais pronunciadas em condi¢cdes que desafiam o animal, seja por estresse
caldrico, ou por meio de dietas ricas em energia ou outras situacdes em que ha
comprometimento da celuldlise.

Considerando estas informacdes, um dos motivos pelos quais nao foi verificado
efeito benéfico das leveduras pode ter sido a falta desta situacdo desafiante, ja que,
conforme fora explicado, a dieta ndo foi capaz de conduzir ao desenvolvimento de
distdrbios significativos no ambiente ruminal.

E importante salientar, ainda, que, como citado anteriormente, os efeitos dos
diferentes tipos de leveduras sdo altamente dependentes de véarios fatores relacionados
ao animal, ao tipo de alimentacdo e manejo alimentar e a caracteristicas intrinsecas de

cada cepa de levedura. Dessa forma, este conjunto de fatores atuantes sobre as respostas

obtidas no presente trabalho levou a resultados nao favoraveis ao uso de leveduras.
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CONCLUSOES

A utilizacdo de levedura viva ou levedura inativa autolisada ndo é recomendada
por nao aumentar o consumo voluntirio e a digestibilidade dos componentes
nutricionais, nao melhorar a eficiéncia de produ¢do microbiana, nao reduzir as perdas de
compostos nitrogenados, além de ndo causar melhorias efetivas sobre as caracteristicas

do ambiente ruminal.
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