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RESUMO

Dietas com alta quantidade de amido para vacas em lactacdo pode ocasionar acidose
ruminal, o que ird reduzir o consumo de alimento, producgdo de leite e gordura do leite. A
inclusdo de leveduras na dieta de vacas em lactagdo vem sendo praticada comercialmente
para aliviar os efeitos provocados pela alimentacdo com alta quantidade de alimentos
concentrados. Objetivou-se com esse trabalho, avaliar os efeitos da inclusdo de 15 g por dia
do produto da fermentagdo de levedura (Saccharomyces cerevisiae) na alimentagéo de vacas,
recebendo dois niveis de amido na dieta sobre pardmetros produtivos, sanguineos e ruminais.
Também foi induzido um quadro de acidose ruminal subclinica para observar se o produto da
fermentacdo de levedura (PFL) é eficiente em amenizar os efeitos provocados pelo acidose
ruminal. Os tratamentos consistiram na adi¢do ou ndo do PFLem dieta com dois niveis de
amido (23 e 29%). Foram mensurados o0 consumo de nutrientes, a producdo e a composigao
do leite, os niveis de glicose, acidos graxos ndo esterificados (AGNE), nitrogénio (N) ureico
e haptoglobina no sangue, o pH ruminal, a digestibilidade ruminal e total e o fluxo rimen-
reticulo de proteina de origem microbiana. Ndo houve diferenca na ingestdo de matéria seca
entre os tratamentos, mas o PFL aumentou a producdo de leite e também do leite corrigido
para 3,5% de gordura em até 3,3 kg/d comparado ao controle. Houve aumento na
digestibilidade da proteina bruta,na produgdo de gordura, proteina e lactose no leite dos
animais recebendo o PFL. O alto teor de amido aumentou a proteina no leite e a glicose
plasmética e reduziu o N ureico no plasma e a digestibilidade e o pH ruminal. A interagdo
entre o fornecimento do PFL e o alto teor de amido na dieta aumentou a digestibilidade
ruminal da fibra em detergente neutro (FDN), o fluxo de proteina de origem microbiana para
0 omaso e o pH ruminal. Conclui-se que o produto da fermentacdo da Saccharomyces

cerevisiae aumenta a producdo e sem alterar a composicéo do leite de vacas. Esses efeitos



Xiv

representam um melhor ambiente ruminal promovido pela presen¢a do PFL ao manter o pH
ruminal mais préximo ao neutro. Pode-se concluir que a utilizagdo do PFL com alto teor de
amido na dieta de vacas leiteiras em lactacdo aumenta o crescimento das bactérias ruminais,
melhorando a digestdo da FDN ruminal e consequentemente a producéo de leite.

Palavras-chave: acidose ruminal subclinica, fermentacdo ruminal, pH do rdmen,

Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

Highstarch levels in diets of dairy cows can promote ruminal acidosis, what will
decrease feed intake, milk yield and milk fat yield. The yeast inclusion in the lactating cows
diets have being used commercially to reduce the effects caused by feeding with high level of
concentrate food. The objective of this study was to evaluate the inclusion effects of the 15 g
per day of yeast (Saccharomyces cerevisiae) fermentation product inclusion in lactating cow’
diet receiving two levels of starch on performance, blood, and ruminal parameters. Also, was
inducted a subacute ruminal acidosis to determine if the yeast fermentation product (YFP)is
efficient to reduce the ruminal acidosis effects. The treatments were with or without YFP
addiction in the diets with two levels of starch (23 and 29%). There were measured the feed
intake, milk yield and composition, the glucose, NEFA, ureic N, and haptoglobin levels in the
blood, the ruminal pH, ruminal and total digestibility, as well as the flux of microbial protein
between rumen and omaso. There was not difference in the dry matter intake between the
treatments, but the YFP increased the milk yield and the FCM yield until 3.3 kg/d compared
to control. There were increases in the milk fat, protein, and lactose and in the crude protein
digestibility for the animals receiving YFP. The high starch increased milk protein and
glucose plasmatic and decreased ureic N plasmatic and ruminal digestibility and pH. The
interaction between YFP and high starch level in the diet increased ruminal NDF
digestibility, flux of microbial protein to omaso, and ruminal pH. In conclusion the
Saccharomyces cerevisiae fermentation product increase milk yield and did not affect the
milk composition of dairy cows. These effects represent a better ruminal environment
promoted by YFP to maintaining the rumen pH highest. YFP plus high starch level in
lactating cows’diet increase the ruminal bacteria growing, improving the rumen NDF

digestion and consequently the milk production.
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Key words: rumen pH, subacute ruminal acidosis, ruminal fermentation, Saccharomyces

cerevisiae



INTRODUCAO

A maior parte do trato grastro-intestinal (TGI) dos animais domésticos abriga uma
densa e complexa comunidade microbiana, que pode ser composta por bactérias,
protozoérios, fungos, arqueas e virus. Pesquisas tém sido realizadas durante os ultimos 30
anos com o objetivo de caracterizar o ecossistema digestivo em termos de composi¢ao
microbiana e diversidade funcional, que tem levado a um melhor entendimento da
contribuicdo da microbiota sobre a nutri¢do e a satde animal (Khafipour et al., 2009, Hristov
et al., 2010, Mullins et al., 2013). Entre os efeitos benéficos da comunidade microbiana do
ramen, estdo a digestdo e fermentacdo dos polimeros de plantas que sdo particularmente
importantes para herbivoros. A microbiota é também responsavel pela sintese de algumas
vitaminas, bioconversdo de compostos toxicos para residuos ndo toxicos, estimulacdo do
sistema imune, manutencdo do peristaltismo e integridade da mucosa e tem importante papel
contra a colonizagdo de patdgenos (Chaucheyras-Durand e Durand, 2010).

A maioria dos componentes dietéticos que entram no rumen sdo degradados por
nUMerosos microrganismos anaerobios (principalmente bactérias e protozoarios) presentes no
fluido ruminal. Assim, o ecossistema ruminal tem um papel chave na resposta dos ruminantes
as suas dietas. As racas bovinas com aptidéo leiteira vém sendo selecionadas ao longo de
décadas para esta funcéo, no entanto, este grau de especializacdo para producgdo de leite ndo
foi acompanhada pelo aumento na capacidade de ingestdo de alimentos (Kozloski, 2009).
Esta caracteristica fez com que a nutricdo das vacas de leite fosse modificada ao longo dos
anos e uma maior proporcdo de alimentos com altos niveis de energia comegou a ser
adicionada na dieta. Uma das consequéncias da alimentagdo com dietas com alto concentrado

é a ocorréncia de acidose ruminal subclinica, caracterizado quando o pH do rimen esta entre



5,2 e 5,6 (Cooper et al., 1997) ou ainda, segundo Desnoyers et al. (2009), os sinais de acidose
ruminal subclinica j& podem ser observados com pH do rimen abaixo de 6,25. Acidez
ruminal por longo periodo inibe o consumo e a digestdo da parece celular das plantas
(Plaizier et al., 2012). Este ultimo aspecto, altera o valor energético da dieta, principalmente
das forragens (Desnoyers et al., 2009). Ainda, o perfil de AGV no fluido ruminal é alterado
com uma baixa propor¢do acetato-propionato e as vezes, um acUimulo de acido lactico é
observado (Agle et al., 2010; Plaizier et al., 2012).

Com o consumo de carboidratos prontamente fermentaveis, uma marcada reducéo do
pH ruminal apds a ingestdo do alimento normalmente é constatada (Steele et al., 2012). A
rapida fermentagcdo microbiana leva a um aumento na concentragdo de AGV no rdmen, o que
contribui para acidificar o pH ruminal. Como o pH do ridmen diminui, espécies de bactérias
produtoras de &cido lactico, tais como Streptococcus bovis, podem ultrapassar o nimero de
bactérias utilizadoras de &cido lactico, como a Megasphaera elsdenii e Selenomonas
ruminantium, levando a um acimulo de acido lactico no rimen. Devido ao baixo pK, (3,7) do
acido lactico comparado ao pK, da maioria dos AGV (pK, € 4,8 — 4,9 para acetato, propionato
e butirato), o &cido l&ctico geralmente tem o papel principal no inicio dos casos de acidose
(Nocek, 1997).

A maioria das espécies bacterianas que degradam fibras tais como Fibrobacter
succinogenes, Ruminococcus albus e Ruminococcus flavefaciens s&o particularmente
sensiveis ao pH &cido(Russell e Wilson, 1996). Se o pH ruminal continuar a acidificar,
lactobacilos podem substituir S. Bovis, iniciando um efeito continuo com excessiva
acumulacdo de 4cido lactico, levando a acidose metabdlica (Russell e Hino, 1985).

A acidose é prejudicial ao desempenho produtivo e tem impacto no status sanitario
dos animais. Por exemplo, acidose ruminal tem sido claramente implicada como fator inicial
de laminite, sendo a severidade da laminite associada a frequéncia, intensidade e duracdo da
acidose sistémica, a qual, provoca liberacdo de substancias vasoativas, tais como endotoxinas
e histamina (Plaizier et al., 2012). Na acidose subclinica, endotoxinas ou lipopolissacarideos
(LPS) sdo liberados devido a lise de bactérias Gram negativas, as quais sdo sensiveis ao pH
acido. Os LPS podem entdo atingir a corrente sanguinea e provocar uma resposta anti-
inflamatéria.  Adicionalmente, a bactéria ruminal  Aacido-resistente  Allisonella
histaminiformans, tem sido implicada em casos de laminite como produtora de histamina
como Unico metabdlico da descarboxilagdo da histidina (Garner et al., 2004). Acidose é

também frequentemente relatada com inchaco, visto que a motilidade do rimen diminui em



pH &cido e ha liberacdo de mucopolissacarideos pela S. bovis acido-resistente induz um
aumento na viscosidade do contetdo ruminal (Khafipour et al., 2012).

Além disso, o pH &cido da digesta do rimen pode ter um impacto negativo na
integridade da parede ruminal. Repetidas agressdes provocadas pelos &cidos da fermentagdo
podem causar atrofia papilar, lesdes agudas ou cronicas de areas de difusdo, cicatrizes
resultantes de ruminites locais severas, perfuragdo e mucomicoses que causam dor,
desconforto, bem como disfungdo na ingestdo de alimento e alteracdo da funcéo do rumen
(Enemark, 2008).

Uma teoria amplamente difundida na nutricdo de ruminantes é a de que a populacéo
microbiana do rumen se adapta a mudancas na dieta e existem algumas evidéncias que
suportam essa teoria (Khafipour et al., 2009, Ramirez et al., 2012). Entretanto, estudos tém
demonstrado que a microbiota ruminal de alguns animais individualmente é resistente a
mudangas (Weimer et al., 2010, Mohammed et al., 2012). E possivel que influéncias
dietéticas sobre a populacdo microbiana do rumen podem melhorar o metabolismo
nutricional dos ruminantes (Allen e Ying, 2012, Mullins et al., 2013), mas 0s mecanismos
ndo estdo totalmente esclarecidos.

Desta forma, passou a existir o interesse do uso de suplementos alimentares para
melhora a saude, o bem estar e a produtividade animal através da manipulacdo do
ecossistema microbiano do rumen. Antibidticos promotores de crescimento, tais como
iondforos, tém sido amplamente difundidos e ainda utilizados em alguns paises. Entretanto,
devido ao crescimento dos conceitos de seguranga alimentar a respeito do risco de
transferéncia de resisténcia a antibioticos para os microrganismos e a persisténcia de residuos
quimicos nos produtos de origem animal, outras estratégias de suplementacéo alimentar, tais
como os probidticos, tém sido desenvolvidas para melhorar a saide e produtividade dos
rebanhos (Erasmus et al., 2005).

Probidticos podem ser definidos como suplementos alimentares & base de
microrganismos Vvivos ou mortos, com ou sem seus meios de cultivos, que afetam
beneficamente o animal hospedeiro (Chaucheyras-Durand e Durand, 2010). A utilizacdo dos
probidticos tem demonstrado beneficios (Desnoyers et al., 2009, Ramsing et al., 2009)
quando eles s&o inclusos na dieta dos animais, principalmente durante periodos de estresse
para a microbiota ruminal e para o animal, tais como no desaleitamento, no inicio da lactacdo
e apds mudancas na dieta de alta forragem para alto carboidratos prontamente fermentaveis.

Em ruminantes adultos, os probiodticos tém sido utilizados visando a melhora no processo



fermentativo dentro do rimen, que é o maior local de digestdo dos alimentos. O ecossistema
microbiano do rimen consiste de uma grande diversidade de bactérias predominantemente
anaerdbias, protozodrios ciliados, fungos anaerdbios e arqueas que sdo responsaveis pela
degradacdo e fermentacdo de 70 a 75% dos componentes dietéticos (Chaucheyras-Durand e
Durand, 2010).

Cultura de leveduras e produto da fermentagéo

Leveduras sdo fungos unicelulares que séo referenciados como organismos saprofitas
devido a sua incapacidade de produzir nutrientes organicos atraves da fotossintese. Algumas
leveduras ndo afetam seus hospedeiros (i.e. Saccharomyces cerevisiae) enquanto outras
podem apresentar importante potencial patogénico (i.e. Candida albicans). A S. cerevisiae é
frequentemente adicionada ao alimento dos animais como fontes de proteinas e vitaminas ou
como um probidtico. As vitaminas presentes nas leveduras incluem biotina, acido folico,
niacina, acido pantoténico, tiamina e vitaminas B, e Bg (NRC, 2001).

Produtos a base de leveduras estdo sendo bem aceitos por apresentarem efeitos
benéficos na producdo animal. Estes produtos sdo geralmente caracterizados pela alta
concentragdo de células viaveis ou inativas (maior que 10 bilhdes de UFC/g), sendo a espécie
mais comum a Saccharomyces cerevisiae. A biomassa de levedura é seca para preservar a
viabilidade das células e a atividade metabdlica e em alguns produtos, as celulas séo
misturadas com seu meio de fermentagdo. Outros produtos contém somente as células mortas
das leveduras e sdo usados como ingredientes nutricionais (Delcenserie et al., 2008).

A resposta obtida via inclusdo com leveduras para ruminantes apresenta bastante
variagdo quando se observa os trabalhos publicados na literatura (Desnoyers et al., 2009,
Nocek et al., 2011). Esta falta de uniformidade dos resultados é dependente da cepa da
levedura utilizada, da diversidade de produtos, da composi¢do dos produtos, da natureza da
dieta, do estado fisiolégico do animal, do efeito em razdo do seu modo de a¢do e no caso de
produtos & base de parede celular de leveduras, da ativacdo quimica dos compostos
(Chaucheyras-Durand e Durand, 2010, Nocek et al., 2011). Estas caracteristicas sdo de
extrema importancia para entender o mecanismo microbiano pelo qual as leveduras atuam no
rimen para otimizar sua utilizacdo na nutricdo de ruminantes (Chaucheyras-Durand e
Durand, 2010).

Os produtos a base de leveduras mais utilizados na nutri¢do animal s&o:



1) cultura de leveduras vivas, 2) levedura seca ativa, 3) mineral enriquecido com
levedura e 4) produto da fermentacdo da S. cerevisiae.

1) Cultura de levedura viva é definido como um produto composto da levedura viva e
0 seu meio de crescimento e seco de tal maneira que se preserve a atividade fermentativa da
levedura. Para que a cultura de levedura promova o efeito de melhoria na fermentagéo
ruminal, as culturas dependem da presenca de células de levedura, dos meios de crescimento
em que a levedura foi cultivada e dos metabdlitos produzidos pela levedura durante o
processo de fermentacdo. Para exercer um efeito direto no rimen, geralmente a cultura de
levedura esti associada com a captura de oxigénio ou redugdo do potencial redutor do
ramen(Marden et al., 2008).

2) Levedura seca ativa € definida como fungos viéveis que tenham sido secos, de tal
modo que preserve uma grande parte do seu poder de fermentagéo. N&o pode conter adi¢éo
de cereais e deve conter pelo menos 15 bilhdes de células de leveduras vivas por grama. A
levedura seca ativa € escolhida a partir de uma cepa especifica e é separada do seu meio de
cultura no final do processo de producéo. A rotatividade natural de leveduras vivas no rimen
ocorre ao longo do tempo devido as condi¢des ambientais e de organismos predatorios, como
protozoérios. A populacdo de leveduras no rimen é mantida através de uma combinagdo de
reproducéo e suplementacdo alimentar diaria ao longo do tempo (Satyanarayana e Kunze,
2009).

3) Mineral enriquecido com levedura é um produto em que a levedura é cultivada em
um mineral como substrato. A levedura incorpora 0s minerais na sua propria estrutura
celular. Algumas empresas usam levedura para fornecer oligoelementos (i.e. selénio, cobre,
manganés e zinco). O mineral é muito mais biodisponivel para o animal, com menor risco de
toxicidade e poluigdo do meio ambiente (Satyanarayana e Kunze, 2009).

4) Produtos da fermentacdo da S. cerevisiae sdo obtidos durante a fermentacdo de uma
cepa de S. cerevisiae e inclui os produtos da fermentacdo, as células da levedura, os
fragmentos de parede celular da levedura, e os meios de crescimento utilizados durante a
fermentacdo (Shen et al., 2011). Varios processos sdo necessarios no desenvolvimento dos
produtos da fermentacdo de leveduras (PFL), que s&o criticos para sua atividade e
diferenciacdo: cepa de levedura, meio de crescimento, veiculo, processo de secagem e
técnicas de fracionamento da parede celular, isto €, mecanico, quimico ou enzimatico (Nocek
etal., 2011).



PFL tém sido utilizados parana dieta de vacas de leite por décadas para beneficiar a
fermentacdo ruminal e o desempenho produtivo (Allen e Ying, 2012). Os PFLs&o ricos em
fatores de crescimento sollveis, tais como &cidos orgénicos, vitaminas do complexo B e
aminoacidos, que tém mostrado efeito estimulador do crescimento de culturas puras de
bactérias ruminais que digerem celulose e utilizam acido lacticoin vitro, e desta forma, a
suplementacdo com PFL, pode mudar a populacdo microbiana no rimen, promovendo
grandes beneficios através de algumas condigBes estimulando o crescimento de bactérias
ruminais que utilizam o &cido lactico e digerem celulose (isto é, Selenomonas ruminantium,
Megasphaera elsdenii, Fibrobacter succinogenes, e Ruminococcus flavefaciens)(Callaway e
Martin, 1997).

A parede celular da S. cerevisiae é uma complexa interacdo de quatro importantes
polissacarideos: 3-(1,3) glucanos os quais sdo uma cadeia linear de aproximadamente 1500
unidades de glicose ligadas por ligagGes do tipo B-(1,3), B-(1,6) glucanos compostos por 140-
350 residuos de glicose ligados atraveés de ligagcbes do tipo B-(1,6), mananas que
compreendem unidades de manoses ligadas por ligagbes a-(1,2), a-(1,3) e a-(1,6) e quitina
que é um polimero de 90-100 unidades de N-acetilglicosaminas ligadas por ligacdes pB-(1,4)
(Schiavone et al., 2014).

As mananas que compdem a parede celular das leveduras sdo oligossacarideos que
apresentam alta afinidade de ligacdo, oferecendo opc¢éo de sitio de ligagdo competitivo para
bactérias Gram-negativas, que possuem fimbrias manose-especificas do tipo 1 (Ofek et al.,
1977). Os beneficios imediatos estdo associados com a remocdo de patdgenos do sistema
digestivo sem ataque e colonizagdo. Este fenbmeno pode provocar uma significativa resposta
antigénica, assim, melhorando a imunidade humoral contra patdgenos especificos através da
preservacdo de antigenos atenuados pelas células imunes (Spring et al., 2000). Em adicéo,
este processo pode suprimir uma resposta imune pro-inflamatoria, que é prejudicial ao
desempenho produtivo (Nocek et al., 2011).

O fornecimento de leveduras na dieta de vacas de leite € eficaz e tem sido praticada
comercialmente ha varios anos (Irvine et al., 2011, Allen e Ying, 2012, Poppy et al., 2012,
AlZahal et al., 2014).

As leveduras parecem aumentar a producgdo de leite e também influenciam diversos
pardmetros ruminais, tais como pH, a concentragdo de AGV e a digestdo de nutrientes
(Rabiee et al., 2008, Bruno et al., 2009, Hippen et al., 2010, Allen e Ying, 2012, Zaworski et



al., 2014). Desta forma, a adicdo de levedura no ecossistema ruminal parece influenciar a
fermentacédo e pode ter maior efeito em ambientes com alto nivel de carboidratos (Desnoyers
et al., 2009).

Desnoyers et al. (2009)realizaram uma metanélise em estudos que avaliaram o efeito
daS. cerevisiaeviva sobre pardmetros ruminais e producdo de leite de ruminantes. Eles
reportam que a levedura aumentou o pH do ridmen e a concentracdo de AGV no rimen, e
tendeu a diminuir a concentracdo de acido lactico no ridmen, mas nao teve influéncia na
proporcao acetato-propionato nos trabalhos avaliados. O pH ruminal e a concentragdo de
AGV aumentaram linearmente com a concentra¢do de leveduras fornecida aos animais. Os
autores relataram que o efeito positivo da levedura no pH ruminal tende a aumentar quanto
maior for a ingestdo de matéria seca. A propor¢do de concentrado na dieta aumentou este
efeito sobre o pH do ramen. Além disso, o efeito positivo da levedura viva na concentracéo
de AGV no ramen foi aumentado pelo ingestdo de matéria seca, pela propor¢édo de alimento
concentrado, FDN e PB na dieta.

De forma semelhante, a levedura aumentou a digestibilidade da matéria organica de
uma forma dose-dependente do manejo nutricional. O efeito positivo da levedura na
digestibilidade da matéria organica foi menor conforme aumentou a proporgdo de
concentrado na dieta e aumentou com a maior da propor¢do de FDN na dieta.N&do houve
influéncia daFDN ou PB da dieta sobre o efeito da levedura na concentragdo de acido lactico
no ramen (Desnoyers et al., 2009).

Os efeitos de duas cepas diferentes de levedura seca ativa (S. cerevisiae) sobre a
acidose ruminal e producéo de metano em vacas leiteiras ndo lactantes foram estudados por
Chung et al. (2011). As vacas foram distribuidas em trés tratamentos, controle, cepa de
levedura 1, ou a cepa de levedura 2 (cepa que foi selecionada para aumentada a degradagéo
da fibra in vitro). Os dois produtos foram fornecidos na concentracéo de 1 x 10*® UFC/dia. O
consumo de matéria seca, o peso corporal e digestibilidade total dos nutrientes ndo foram
afetados pelos tratamentos com levedura. A cepa 2 diminuiu o pH ruminal minimo, médio e
méaximo, e prolongou o tempo em que o pH ruminal manteve-se acima de 5,8 em comparacéo
com o controle e a cepa 1. A percentagem molar de acetato foi menor e propionato foi maior
no liquido ruminal de vacas que receberam a cepa 2, em comparacdo com as vacas que ndo
receberam levedura ou a cepa 1. A producédo entérica de metano ndo diferiu entre ambos os
tratamentos com levedura em comparagdo com o controle e tendeu a ser reduzida em 10%

quando a cepa 2 foi comparada com a cepa 1.



O PFL também pode influenciar a fermentagéo ruminal e a populacéo microbiana. Em
um estudo in vitro, Fortina et al. (2011) avaliaram o efeito da levedura inativada na
fermentacdo do rimen ao acrescentar 1 g de levedura ao fluido de rimen e incubar durante
diferentes periodos. A cultura de levedura aumentou a digestibilidade da PB e da FDN ap6s
48 h de incubagédo, mas nédo influenciou na digestibilidade da MS.

O PFL néo teve efeito sobre a fermentacdo ruminal, digestibilidade dos nutrientes, ou
perdas de N em vacas da raca Holandesa que receberam 56 g/d do PFL (Hristov et al., 2010).
O fornecimento doPFL tendeu a reduzir a concentragdo de amonia ruminal e aumentar a
sintese de proteina microbiana no ramen. As vacas que receberam o PFL diminuiram as
perdas de aménia e metano atraves das fezes.

A incluséo de S. cerevisiaeviva aumentou IMS e a produgdo de leite e tendeu a
aumentar o teor de gordura do leite (Descoyers et al., 2009). A levedura ndo influenciou o
teor de proteina do leite. O consumo de MS e producdo de leite tenderam a aumentar
linearmente com a dose da levedura, mas teores de gordura e proteina do leite ndo foram
afetados pela dose dos tratamentos. Os efeitos positivos da levedura na IMS foi aumentado
com a maior proporcéo de concentrado na dieta, mas ndo foi alterada pela proporgéo de FDN
e PB na dieta. O efeito da levedura na producéo de leite aumentou com a IMS, a proporcao de
concentrado, FDN e PB na racgdo. O efeito da levedura no teor de gordura do leite ndo foi
influenciado pela IMS, FDN dietética, ou percentual de PB, mas tendeu a ser aumentada pela
proporcao de concentrado na dieta (Descoyers et al., 2009).

AlZahal et al. (2014) forneceram PFL para vacas da racaHolandesa em lactacéo,as
quais foram submetidas a um desafio para acidose ruminal subclinica com uma dieta com alto
teor de gréos (49/51% - volumoso/concentrado) apds 7 semanas, recebendo uma dieta com
alto nivel de forragens (77/23% - volumoso/concentrado). Os pesquisadores realizaram
isolamento de DNA microbiano do contetdo ruminal ap6s o desafio e quantificaram este
material através de PCR em tempo real. Foi observado que os animais que receberam o PFL
apresentavam um ndmero total de microrganismos ruminais nove vezes maior que 0 grupo
controle. Em especial, foi apontado aumento de seis vezes na populacédo de Anaerovibrio
lipolytica, de duas vezes na Fibrobacter succionogenes e de 1,3 vezes na Ruminococcus
albus, sendo os dois ultimos grupos de bactérias conhecidas por degradarem fibra no rimen
(Kozloski, 2009). Além disso, 0s autores reportam que o grupo que recebeu o PFL teve maior
producdo de AGV, reducdo da depressdo da gordura do leite e que o pH ruminal para as



vacas que receberam o PFL permaneceu acima de 5,6 (limite considerado no estudo para
quadros de acidose ruminal subclinica) mais minutos por dia que o grupo controle.

De forma semelhante, Mullins et al. (2013) reportaram aumento na populagdo de
Eubacterium ruminantium quando forneceram PFL para vacas da ra¢ca Holandesa lactantes
em dietas com 34% de glaten de milho. Apesar do resultado, os autores acrescentaram que
existe uma grande especificidade de comunidade bacteriana entre animais, 0 que pode
dificultar o efeito da levedura sobre 0 meio ambiente ruminal.

Vacas multiparas e primiparas recebendo 57 ou 227 g/d do PFL foram avaliadas entre
21 dias pré-parto até 21 dias pds-parto (Ramsing et al., 2009). Os animais alimentados com
57 g/d tiveram uma maior IMS pré-parto do que aqueles alimentados com 227 g/d. A IMS
pos-parto e o peso corporal pré e pés-parto foram semelhantes para todos os grupos. A
producéo de leite foi maior em vacas com o fornecimento de PFL que nas vacas controle. A
energia corrigida para leite, producéo de leite corrigido para 3,5% de gordura e a producéo de
gordura do leite tendeu a ser maior para as vacas recebendoo PFL do que as vacas controle. A
producdo de proteina do leite, percentagem de proteina do leite, o percentual de gordura no
leite e a contagens de células sométicas ndo foram influenciados pelos tratamentos. N&o
houve efeito do PFL sobre B-hidroxibutirato, glicose, ou concentrac@es de acidos graxos ndo
esterificados do plasma pré ou pds-parto.

O PFL (60 g/d) aumentou na IMS de vacas da raca Jersey, entre 21 dias pré-parto até
140 dias pés-parto (Dann et al., 2000). A interagdo entre tratamento e dia indicou que as
vacas com o PFL perderam peso mais lentamente apds o parto e atingiram o pico de producdo
de leite mais rapidamente do que as vacas controle. No entanto, o leite total produzido
durante os primeiros 140 dias de lactacdo ndo diferiram entre os tratamentos. As
concentragdes de gordura, proteina, lactose, solidos totais e N ureico no leite, bem como a
contagem de células sométicas, ndo foram afetados pelo PFL. Também Hristov et al.
(2010)relataram que a inclusdo diaria de 56 g do PFL ndo teve efeito sobre a producdo ou
composicédo do leite.

O aumento na digestibilidade da fibra alimentar também estid entre os efeitos
promovidos pelas leveduras no ambiente ruminal. A levedura viva aumentou a taxa inicial de
degradacdo do material fibroso no rdmen de novilhos Friesian alimentados com dietas com
60/40% concentrado-forragem (Williams et al., 1991) e provocou aumento na digestdo da
alfafa mais que da silagem de milho e de outras forragens (Adams et al., 1995, Miranda et al.,

1996). Fortina et al. (2011)mostraram que o PFLaumentou a degradacdo da FDN in vitro.
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Assim, a inclusdo de PFL a dieta de vacas leiteiras pode melhorar consumo,

digestibilidade e producéo de leite, sem alteragdes na composicéo e qualidade do leite.

Mecanismos sistémicos de acao

Os efeitos e modos de acdo das leveduras sobre a microbiota ruminal tém sido
extensivamente estudados nos Gltimos 20 anos. Diversos mecanismos sdo descritos, a maioria
deles oriundos de pesquisas in vitro, mas também de pesquisas com modelos animais. Os trés
principais mecanismos que tém sido identificados sdo: o aumento da degradacdo da fibra e
interagdo com microrganismos que degradam a parede celular das plantas, a estabilizagéo do
pH ruminal e interagdo com bactérias que metabolizam o &cido lactico e o aumento no fluxo
de N microbiano ruminal (Desnoyers et al., 2009, Hristov et al., 2010, Fortina et al., 2011).

O mecanismo de acdo das leveduras ndo esta claramente estabelecido. Hipoteses
especificas dos beneficios destes produtos sobre a producéo animal incluem a estimulacéo do
crescimento das bactérias que digerem a fibra alimentar (Callaway e Martin, 1997) e com
isso aumentando a digestibilidade, o que ird reduzir o efeito de enchimento ruminal e
possibilitard maior ingestdo de matéria seca; estimulagdo do crescimento de bactérias que
utilizam o acido lactico, reduzindo a acumulacao de acido lactico no rimen (Nisbet e Martin,
1991); e aumentando o fluxo de proteina de origem microbiana para o duodeno (Yoon e
Stern, 1996, Hristov et al., 2010). Além disso, o PFL tende a aumentar a concentracdo de
amilase no rumen (Hristov et al., 2010) e aumentando a digestibilidade ruminal do amido,

pode-se aumentar a producdo de leite em alguns casos.

Efeito das leveduras vivas e do produto da fermentacdo sobre a degradacdo da fibra no
rumen

A celulose e hemicelulose representam aproximadamente 300 g/kg da maioria das
dietas de ruminantes. Estes polimeros da parede celular das plantas sdo insollveis,
estruturalmente complexos e ndo totalmente acessiveis fisiologicamente, o que explica o
motivo de sua degradagéo algumas vezes ser limitada (Forsberg et al., 2000). Desta forma, as
enzimas do hospedeiro sdo incapazes de hidrolisar este tipo de molécula. O fornecimento de
PFL pode influenciar o crescimento e a atividade de microrganismos ruminais que degradam

fibras, mas isso é mais observado in vitro (Fortina et al., 2011).



11

A germinacdo de zoo6sporos do fungo Neocallimastix frontalis foi estimulada in vitro
pela S. cerevisiae e Chaucheyras et al.(1995) sugeriram que leveduras poderiam melhorar a
colonizacdo fungica na parede celular das plantas. No mesmo estudo, a degradacdo da
celulose de filtros de papel pelo N. frontalis foi estimulada pela presenca de leveduras.
Diversos modos de acdo foram identificados neste efeito, sendo um deles o fornecimento de
tiamina, que é uma vitamina necesséria pelos fungos ruminais para zoosporogénese.

Um dos principais fatores implicados no efeito benéfico das leveduras sobre as
bactérias que degradam as fibras é a capacidade da célula de levedura em captar oxigénio.
Muitos dos microrganismos ruminais sdo altamente sensiveis ao oxigénio e Newbold et al.
(1996) reportaram que cepas mutantes de S. cerevisiae respiratorio-deficientes vivas foram
incapazes de estimular o nimero de bactérias in vitro, enquanto cepas normais da mesma
levedura foram capazes de consumir o oxigénio efetivamente e estimular a atividade
bacteriana. Outros estudos reportaram que o potencial de reducdo (redox) do fluido ruminal
foi baixo na presenca de leveduras vivas em cordeiros (Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002) e
ovelhas (Jouany et al., 1998), sugerindo que células de leveduras vivas criaram uma condicéo
ecoldgica mais favoravel para o crescimento e atividade da microbiota anaerdbica. Em razéo
das leveduras vivas poderem liberar vitaminas ou outros fatores de crescimento intimamente
associados as células bacterianas (Jouany, 2006), seu impacto sobre o potencial de reducéo
poderia ser mediado pela microflora e ndo apenas um efeito direto do consumo de oxigénio.

Grande parte da atividade das polissacaridases e glicosideohidrolases aumentam na
presenca de produtos a base de leveduras (Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002). In vitro, a S.
cerevisiae estimulou o crescimento da Fibrobacter succinogenes S85 e reduziu o atraso no
tempo de crescimento da Ruminococcus albus 7, Ruminococcus flavefaciens FD1 e
Butyrivibrio fibrisolvens D1 (Girard e Dawson, 1995).

Callaway e Martin (1997) demonstraram que a mesma levedura poderia acelerar, mas
ndo estender, a degradacdo da celulose do papel filtro pela F. succinogenes S85 e R.
flavefaciens FD1. Chaucheyras-Durand e Fonty (2002) reportaram que a proporgéo de RNA
ribossémico 16S das trés principais espécies bacterianas celuloliticas (F. succinogenes, R.
albus, e R. flavefaciens) aumentou no rimen de ovelhas alimentadas com leveduras vivas,
confirmando um beneficio no crescimento e/ou atividade destas bactérias. Um aumento de
duas a quatro vezes no nimero de rRNA 16S de genes de R. albus e R. flavefaciens foram
também mensurados com PCR em tempo real no contetdo ruminal de ovelhas recebendo

uma dieta com alto concentrado e leveduras (Mosoni et al., 2007). Tais efeitos podem
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explicar a melhora na degradacdo das fibras no rimen frequentemente reportada in
vivo(Miranda et al., 1996, Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002). Estes efeitos benéficos sobre
a digestdo da fibra podem ser particularmente responsaveis pelo aumento na ingestdo de MS

frequentemente observada com uso de leveduras (Jouany, 2006).

Acidose ruminal e efeito da levedura viva e do produto da fermentacdo sobre o pH ruminal

Estudos com animais tém reportado efeito do uso de leveduras na estabilidade do pH
ruminal (Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002, Desnoyers et al., 2009, AlZahal et al., 2014).
Em ovelhas com cénula ruminal recebendo leveduras vivas durante a adaptagéo a dietas com
60%de concentrado, foi reportado que o pH do riumen se manteve em valores compativeis
com um rumen eficientemente funcional, isto é, acima de 6.0 e com alta atividade fibrolitica
no rimen destes animais comparados aos controle(Chaucheyras-Durand e Fonty, 2002).
Williams et al. (1991) indicaram uma maior estabilidade do pH ruminal em vacas leiteiras
com canula ruminal alimentadas diariamente com leveduras. Nestes estudos, o pH ruminal
proximo a alcalinidade (7,0) ocorreu juntamente com a baixa concentragdo de &cido lctico
no rimen de animaisque receberam levedura. Uma reducéo na concentracdo de acido lactico
foi também reportado em incubacéo in vitro de microrganismos ruminais (Lynch e Martin,
2002), que poderia ser devido a uma interacdo entre as células das leveduras e bactérias que
metabolizam &cido I4ctico.

Adicionalmente, foi demonstrado in vitro que cepas de S. cerevisiaevivas foram
capazes de superar numericamente a S. bovis quando competindo pela utilizagdo do agUcar,
que consequentemente, limitou a quantidade de &cido lactico produzido por esta espécie
bacteriana (Chaucheyras et al., 1996). Este efeito foi observado quando com a utilizagdo de
leveduras vivas, mas o efeito foi perdido quando foram utilizadas células inativadas pelo
calor. Além do mais, a estimulacdo do crescimento e metabolismo de bactérias utilizadoras
de &cido lactico, tais como M. Elsdenii ou S. ruminantium, tem sido observado in vitro na
presenca de varias leveduras (Nisbet e Martin, 1991, Rossi et al., 2004) através da
suplementagcdo de fatores de crescimento, tais como aminoacidos, peptideos, vitaminas e
acidos organicos, que parecem ser componentes essenciais para bactérias fermentadoras de
acido lactico. Estes resultados demonstram o potencial das leveduras no controle da
neutralizacdo do pH e também no acimulo deécido lactico no rimen. Entretanto, em muitas

circunstancias praticas, o acido lactico é acumulado no rimen somente em baixos niveis e 0s
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padrdes de fermentacéo e a acidificacdo do pH sdo dirigidos pela alta concentragdo de AGV
total (maior que 150 mM) (Brossard et al., 2004).

Um dos resultados mais consistentes observados com leveduras na dieta de
ruminantes € um aumento no numero de células bacterianas ruminais. Alguns trabalhos
(Newbold et al., 1996, Mullins et al., 2013, AlZahal et al., 2014) tém reportado aumento nas
bactérias viaveis que seria recorrente do rimen de animais alimentados com S. cerevisiae.
Com o aumento da populacdo bacteriana, a necessidade de nitrogénio (N) disponivel no
ramen aumenta, devido a maior fermentacéo ruminal das proteinas alimentares e formagéo de
amonia. Assim, se for fornecido N disponivel suficiente no meio, é esperado que um aumento
na propor¢cdo de esqueletos de carbono esteja disponivel para a sintese de proteina
microbiana, sendo esta quantidade de N maior que a utilizada para fermentagéo e produgao
deAGV como produto final. Desta forma, um aumento no namero de células microbianas
vidveis no rimen promovido peloPFL pode minimizar o aumento na concentracdo ruminal de
AGYV evitando assim a acidificagdo do pH ruminal.

Bach et al. (2007)relataramque o fornecimento do PFL aumentou o pH médio e a
média do pH maximo em 0,5 unidades e a média minima de pH em 0,3 unidades de vacas em
lactacdo. Além disso, os autores descreveram uma mudanca no comportamento alimentar de
vacas que receberam o PFL tendo um curto intervalo entre alimentacdes (3,32 horas) contra
vacas controle (4,32 horas). Os autores sugeriram que esta mudanga no comportamento
alimentar pode também ser responsavel pela mudancga no pH ruminal. Um estudo similar com
vacas em sistema tie-stall, Thrune et al. (2009), reportaram um aumento na média do pH do
ramen de 0,2 unidades quando compararam vacas com PFL com vacas controle.

Em casos de acidose ruminal subclinica, que pode evoluir rapidamente para acidose
aguda em circunstancias deteriorantes, o impacto das leveduras ndo tém sido bem estudado,
mas é provavel que produtos compostos com leveduras vivas tenham a habilidade de utilizar
0 amido e agucares soliveis promovendo, assim, um papel importante na reducéo da taxa de
producdo de &cidos no rimen. Lynch e Martin (2002) compararam o efeito de um produto
com leveduras vivas e um preparado de leveduras mortas in vitro sobre o pH ruminal e
encontraram que, quando amido soltvel ou feno de alfafa foram incubados, o pH reduziu
com o preparado de leveduras mortas, mas aumentou com as leveduras vivas.

Brossard et al. (2004) citaram o efeito de uma cepa de S. cerevisiae na fermentacdo
ruminal em ovelhas alimentadas com uma dieta com 600 g/kg de gréo de trigo, em que a

levedura viva foi eficiente na estabilizacdo do pH ruminal pela estimulagdo dos protozoérios
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ciliados Entodiniomorfos, que sdo conhecidos por engolfar rapidamente granulos de amido e
competem eficientemente com o substrato de bactérias amiloliticas (Williams e Coleman,
1997). Em adigéo, o amido é fermentado em uma taxa mais baixa pelos protozoérios do que
pelas bactérias amiloliticas e os principais produtos finais da fermentacdo sédo os AGV, em
quantidade maior que o &cido lctico, que é outro motivo pelo qual os ciliados tém o efeito na
estabilidade do pH do ramen (Williams e Coleman, 1997). Em adicéo, os Entodiniomérfos
sdo também capazes de captar algum &cido lactico e isso pode prevenir a acumula¢do no

ramen (Satyanarayana e Kunze, 2009).

Efeito de leveduras vivas e do produto da fermentagdo no metabolismo de nitrogénio e na
proteina microbiana

A conversdo microbiana de peptideos e aminoéacidos para aménia no rimen é
desfavoravel ao animal hospedeiro porque certa quantidade de energia é necessaria para a
sintese de proteina microbiana, ndo sendo a totalidade da aménia convertida para proteina
(Wallace et al., 1997). Consequentemente, se um alto nivel de amdnia estiver presente no
ramen, uma grande quantidade de N é excretada na urina e fezes.

Alguns autores em seus trabalhos, tém sugerido mudangas no metabolismo de N dos
microrganismos ruminais na presenca de leveduras (Erasmus et al., 1992, Hristov et al.,
2010). Chaucheyras-Durand et al., (2005) em um estudo in vitro indicaram que uma cepa de
levedura viva poderia influenciar o crescimento e a atividade das bactérias ruminais
proteoliticas por limitar sua atuagdo sobre proteinas e peptideos. O mecanismo de acdo da
levedura pode ser devido & competicdo entre as células de S. cerevisiae e as bactérias pelo
fornecimento de energia e por um efeito inibitério direto de pequenos peptideos da levedura
nas peptidases bacterianas.

Bactérias ruminais fibroliticas tém alta preferéncia por aménia como fonte de N
(Enjalbert et al., 1999). Desta forma, se o crescimento das bactérias que degradam fibras
melhora com a presenga de produtos de leveduras, um aumento na utilizacdo da amonia
ruminal para sintese de proteina microbiana pode ser esperado. Tal fato foi confirmado por
Hristov et al. (2010)querelataram redu¢do na concentragdo de amdnia no rimen e aumento na
sintese de proteina microbial de vacas de leite que que receberamPFL.

Alternativas alimentares como a inclusdo do PFL tém demonstrado efeito benéfico

sobre o controle do pH ruminal, aumento na degradacdo da fibra alimentar, aumento no
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crescimento e nimero de bactérias ruminais. A taxa de passagem de N de origem microbiana
para o duodeno aumentou em 38 g/d para vacas em lactacdo alimentadas com cultura de
levedura comparadas as controle (Erasmus et al., 1992).

Estudos realizados com o objetivo de determinar os efeitos do PFL em vacas em
lactacdo ainda sdo encontrados em pequeno nimero na literatura e a maioria faz observagdes
dos parametros produtivos e algumas avaliagdes ruminais (Bruno et al., 2009, Nocek et al.,
2011, AlZahal et al., 2014). Desta forma, para um melhor entendimento da forma de ac&o das
leveduras no ambiente ruminal, é necessario a comparagdo com trabalhos que utilizaram
leveduras vivas ou inativadas com o PFL. Alguns autores citaram que a diferenca entre o
mecanismo sistémico de acdo das leveduras vivas e o PFL esta somente na capacidade de
captacéo de oxigénio e competicdo por substrato, como o amido, entre as leveduras vivas e 0s
microrganismos ruminais (Satyanarayana e Kunze, 2009, Nocek et al., 2011), o que néo
ocorre com o uso de PFL como aditivo nutricional.

As leveduras vivas permanecem ativas dentro do rimen somente por algum tempo,
enquanto existir quantidade de oxigénio e substratos necessarios para sua sobrevivéncia.
Ap0s este periodo, as leveduras morrem e a lise celular libera os componentes da membrana
celular e que tém efeito para os microrganismos do rimen da mesma forma que os PFL.
(Delcenserie et al., 2008).

Muito ainda necessita ser esclarecido sobre o mecanismo de agéo das leveduras no
rimen (vivas ou PFL), como possiveis efeitos sobre receptores de membrana nas papilas
ruminais e sobre a influéncia no crescimento das bacterias ruminais. Entretanto, os efeitos
sobre 0 aumento na IMS, estabilidade do pH ruminal, aumento da producéo de leite, reducéo
da concentracdo de acido lactico no rimen e aumento da multiplicagdo de bactérias
celuloliticas e consequentemente, da digestibilidade da FDN tém sido relatos na maioria dos

estudos aqui revisados.
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OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os efeitos da inclusdo do produto da fermentacdo da Saccharomyces
cerevisiae sobre o consumo, desempenho produtivo, pardmetros sanguineos, digestibilidade
ruminal e total, pH ruminal e fluxo de proteinamicrobiana em vacas alimentadas com dois
niveis de amido.

Determinar se a inclusdo do produto da fermentacdo da S. cerevisiae é capaz de

amenizar os efeitos da acidose ruminal subclinica.
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INCLUSAO DO PRODUTO DA FERMENTACAO DE LEVEDURAMELHORA O

DESEMPENHO PRODUTIVO DE VACAS LEITEIRAS

RESUMO

A inclusdo diaria de produtos & base de leveduras, especialmente a Saccharomyces
cerevisiae tem se mostrado promissora na melhoria do desempenho produtivo de vacas
leiteiras. Neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito da inclusdo diaria com um produto da
fermentacdo da S. cerevisiae sobre o desempenho produtivo, composigdo do leite, balanco
energético e metabolitos plasmaticos de vacas leiteiras em lactacdo recebendo dietas com
dois niveis de amido. No estudo, foram utilizadas 56 vacas em inicio de lactacdo com peso
médio de 601,7 + 69,1 kg e producdo de leite de 40,0 + 4,9 kg/d. Os tratamentos iniciaram
com 21 dias de lactagdo e perduraram por 91 dias. O experimento foi delineado em blocos
casualizado em esquema fatorial 2 x 2. Os tratamentos consistiram na adi¢do ou ndo do
produto da fermentacdo de levedura (PFL) em dietas com dois niveis de amido (23 e 29%).
Diariamente, foram mensurados 0 consumo e as sobras, a producdo de leite, e 0 peso das
vacas. Semanalmente, foram mensurados o escore de condigdo corporal e foi coletado leite,
para determinar a composicao do leite, e sangue, nas 5 primeiras semanas. Na Ultima semana,
um desafio a acidose ruminal subclinica foi realizado e amostras de leite e sangue foram
coletadas ap6s o desafio. A inclusdodo PFL aumentou a producdo de leite corrigido para
3,5% de gordura em 2,2 kg/d. Comparando o grupo que recebeu PFL com o grupo controle,
foi observado diferenca na composicao do leite na producdo de gordura (1,55 vs. 1,45 kg/d),
proteina (1,18 vs. 1,12 kg/d) e lactose (1,98 vs. 1,90 kg/d). O teor de amido teve efeito
somente sobre a proteina do leite e sobre a glicose e N ureico plasmético. Apos o desafio a
acidose ruminal, foi observado efeito do teor de amido sobre a glicose, AGNE e a

haptoglobina. Conclui-se que a inclusédo do PFL aumenta a produgdo de leite e a alimentagéo
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com alto teor de amido aumenta a producdo de proteina no leite e a glicose plasmaética.
Quando O PFL foi utilizado junto com dietas com alto amido, os efeitos de acidose
mostraram-se atenuados e um melhor ambiente ruminal pode ter ocorrido pela redugéo do N
ureico plasmaético.

Palavras-chave: acidose ruminal, alto amido, producéo de leite, Saccharomyces cerevisiae

INTRODUCAO

O uso de leveduras como aditivo alimentar em vacas leiteiras tem sido amplamente
utilizado nos ultimos anos em propriedades comerciais e tem sido estudado nos Gltimos 20
anos devido a inimeros beneficios das leveduras reportados na literatura e por parte dos
produtores (Irvine et al., 2011, Allen e Ying, 2012, Poppy et al., 2012). O produto da
fermentacdo de levedura (PFL), principalmente da Saccharomyces cerevisiae, tem se
mostrado eficaz para aumentar a ingestdo de matéria seca (IMS), aumentar a producéo e 0s
solidos do leite, evitar a acidificagdo do pH ruminal, aumentar a concentracdo de AGV e a
digestdo de nutrientes (Fortina et al., 2011, AlZahal et al., 2014, Zawoeski et al., 2014). A
maioria desses efeitos mostraram-se mais evidentes com o uso concomitante de dietas com
alto teor de carboidratos prontamente fermentaveis (Desnoyers et al., 2009).

Embora alguns estudos mostrem efeito significativo do uso de S. cerevisiae em
ruminantes, outros ndo tém reportado os mesmos resultados. Bruno et al. (2009) e Hippen et
al. (2010) ndo observaram efeito sobre a IMS de vacas ao receber o PFL. Entretanto, os
autores observaram aumento na producdo de leite em 1,2 e 1,6 kg/d, respectivamente, além
de aumento na producdo de proteina e lactose no leite. Entretanto, Putnam et al.
(1997)reportaram aumento na IMS de 0,9 kg/d, aumento na producédo de leite e na proteina
do leite de vacas que receberam PFL na dieta. Os autores ainda observaram que a inclusdo do

PFL ndo influenciou o pH ruminal, a concentragédo de amonia, a digestibilidade dos nutrientes
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e a glicose plasmética. A IMS também aumentou para as vacas no pré e no pés-parto que
receberam PFL no estudo de Ramsing et al. (2009), bem como a producgdo de leite ap6s o
parto. Os autores também reportam mudanga no comportamento alimentar dos animais
tratados com PFL, com aumento no nimero de refei¢des por dia. Entretanto, nenhum efeito
sobre a glicose e os acidos graxos ndo esterificados (AGNE) foi observado. Allen e Ying
(2012) nédo indicaram efeito sobre IMS, digestibilidade, pH ruminal para vacas recebendo
PFL. Porém, os autores observaram um aumento na concentracdo de amdnia ruminal das
vacas que receberam o PFL, sugerindo que houve uma maior fermentagéo ruminal.

Essa variacdo nos resultados observados nos estudos com PFL é um fator importante que
dificulta a utilizagdo destes produtos corretamente e com alta eficiéncia. A discrepancia nos
dados reportados na literatura se devem a diversos motivos: existe uma variagdo muito
grande entre os produtos, como a cepa de levedura utilizada, a forma de produgdo do
produto,a dose utilizada, 0 meio de cultivo e crescimento da levedura, a natureza da dieta, a
forma de fornecimento do produto, 0 manejo da propriedade, o estado fisiologico e sanitério
dos animais (Chaucheyras-Durand e Durand, 2010).

Objetivou-se com este estudo investigar o efeito da inclusdo diaria com o produto da
fermentacdo da S. cerevisiae em dois niveis de amido na dieta em relagdo ao desempenho
produtivo, composicao do leite, peso, condi¢do corporal e pardmetros sanguineos de vacas da
raca Holandesa no inicio de lactagdo. Também foi observado se o PFL poderia ter efeito nos
metabolitos sanguineos, apds as vacas serem desafiadas a um quadro de acidose ruminal

subclinica.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido com 56 vacas (36 multiparas e 20 primiparas) da raca

Holandesa selecionadas a partir do rebanho da Unidade Leiteira da Universidade da Flérida,
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Gainesville, Florida, EUA. Todos os procedimentos envolvendo animais foram aprovados no
protocolo experimental nimero 007-13ANS pelo Comité de Pesquisa Animal N&o-

Regulatério da Universidade da Florida.

Animais, tratamentos e procedimentos experimentais

Durante oito dias antes do inicio do experimento (periodo pré-experimental), os
animais foram alojados em estébulo tipo free-stall equipado com portdes de alimentacéo
eletronicos (Calan gates — Calan Broadbent feeding system, American Calan Inc.,
Northwood, NH, EUA) e receberam racdo total misturada, sendo 50% concentrado e 50%
volumoso. Os dados de producdo coletados durante este periodo foram usados como
covariavel para ajustar as analises estatisticas dos dados experimentais.

No inicio do experimento, 0s animais estavam com 21 dias em lactacdo e
apresentaram em média 601,7 + 69,1 kg de peso corporal, 40,0 + 4,9 kg de leite produzido
ao dia.

Foi utilizado o delineamento em blocos casualizado em esquema fatorial 2 x 2. As
vacas foram blocadas por ordem de parto (primiparas ou multiparas) e por producdo de leite,
e dentro de cada bloco, as vacas foram aleatoriamente inseridas em um dos quatro
tratamentos por 13 semanas.

Os tratamentos experimentais consistiram em: 1) dieta baixo amido sem produto da
fermentacdo de levedura (PFL); 2) dieta alto amido sem PFL; 3) dieta baixo amido + PFL e
4) dieta alto amido + PFL. OPFL utilizada foi & base de um produto da fermentacdo da
Saccharomyces cerevisiae (Rumen Yeast, ICC Brazil, Sdo Paulo, SP), o qual é composto por
células inativas de S. cerevisiae, uma alta concentracdo de metabdlitos produzidos durante a
fermentacéo da levedura e do meio de crescimento (Tabela 1). Foi utilizada uma dose de 15 g

de PFL por vaca por dia. Esta quantidade de PFL fornecida para as vacas foi misturada com
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milho moido fino em uma proporg¢éo de 15% de PFL. Uma dose de 90 g de MS da mistura foi
oferecida por vaca, a qual foi adicionada sobre o alimento da manha. A vacas dos tratamentos
sem a inclusdo do PFL receberam 90 g de milho moido fino (MS) sem adicéo de PFL.

As vacas foram alimentadas com uma mesma ragéo total misturada (RTM) duas vezes
ao dia (07:30 e 13:00 h) para uma ingestéo ad libitum permitindo 5% de sobras com base na
matéria natural. A RTM foi composta por silagem de milho, silagem de triticale e uma racdo
concentrada base (baixo amido). Os animais pertencentes aos tratamentos contendo dieta alto
amido receberam uma ragdo concentrada de gréos adicional para a dieta alcangar 29% de
amido. As dietas (Tabela 2) foram formuladas para atender as exigéncias em energia
metabolizavel e proteina bruta (NRC, 2001) para vacas da raca Holandesa pesando 630 kg e
produzindo em média 42 kg de leite contendo 3,5% de gordura e 3,1% de proteina, com IMS
de 23 kg/d.

Uma vez por semana, as forragens e a mistura de gréos foram coletadas, secas a 55°C
e armazenadas para posterior andlise. A ingestdo de matéria seca (IMS) foi calculada com
base na matéria seca (MS) dos alimentos determinada a 105°C. As amostras semanais foram
homogeneizadas, formando compostos mensais para determinacdo da MS, cinzas, proteina
bruta (PB), fibra em detergente neutro (FDN), fibra em detergente &cido (FDA) e minerais.

As vacas foram ordenhadas duas vezes por dia (08:30h e 20:30h) e a produgéo de
leite didria foi determinada pelo sistema Afikim Milking (AfiFlo milk meters, S.A.E.
Afikim). O sistema AfiLab foi calibrado uma vez por més com os dados de produgéo e
composicao do leite de 450 vacas analisadas pelo laboratério Southeast DHIA em Bellview,
FL, EUA. Uma vez por semana, amostras de leite foram coletadas nas ordenhas da manha e
da noite. As amostras foram coletadas por vaca e armazenadas em recipientes contendo o
conservante bromopol e enviado a um laboratério comercial (Southeast DHIA) para

determinagdo da concentracdo de gordura, proteina, lactose e contagem células sométicas. A
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producéo de leite corrigida para 3,5% de gordura foi calculada como [(0,4324 x producdo de
leite) + (16,218 x producdo de gordura no leite)] (NRC, 2001). A energia corrigida para
producéo de leite foi calculada como [(0,3246 x producdo de leite) + (12,86 x produgdo de

gordura) + (7,04 x producéo de proteina)] (NRC, 2001).

Peso corporal, escore do condigd@ocorporal e determinagéo do balango energético

Imediatamente ap6s cada ordenha, as vacas foram pesadas em balanga eletronica
localizada na saida da sala de ordenha (AfiWeigh, S.A.E. Afikim). O escore de condicdo
corporal (ECC) foi determinado uma vez por semana usando uma escala de 1 a 5 (Ferguson
et al., 1994) com incremento de 0,25 unidades, sempre pelo mesmo avaliador.

O balango energético foi calculado usando a ingestdo de calorias diarias, calculada
com base na ingestdo de matéria seca e no contelido de energia da dieta em 3 vezes da
mantenca (Weiss, 1998) menos a soma das exigéncias diérias em calorias para mantenca

(0,08 x peso corporal®”™

) e as calorias secretadas pelo leite de acordo com a produgédo de
gordura, proteina e lactose {producéo de leite x [0,0929 x % de gordura) + (0,0563 x % de
proteina) + (0,0395 x % de lactose)]}. O balanco energético médio durante a semana foi

usado para ajustar a dieta das vacas. Uma media dos valores diarios foi transformada em

valor semanal para analises estatisticas.

Anélises quimicas das dietas

As amostras secas compostas mensalmente de silagem de milho, silagem de triticale,
da racdo concentrada e o suplemento de gréos adicional foram moidos em peneira de 1mm
em moinho Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EUA). As amostras foram entéo

analisadas para MS (105°C por 12h), matéria organica (MO - 512°C por 8h) e analisadas na
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sequéncia para FDN, usando a-amilase estavel ao calor e FDA (Van Soest et al., 1991) com o
sistema analisador de fibra Ankom (Ankom Technology, Macedon, NY, EUA) e para
nitrogénio (N), usando um método automatizado de quantitativo de digestdo por combustéo
(sistema analisador Elementar, Elementar Americas, Inc., Mt. Laurel, NJ, EUA). O amido foi
determinado pelo método de digestdo enzimatica e leitura da glicose por ELISA. A densidade
energética da dieta foi estimada usando os valores dos alimentos analisados e calculando o

consumo em 3 vezes a mantenga (Weiss, 1998).

Amostras e analises dos metabdlitos do sangue

Amostras de aproximadamente 8 mL de sangue foram coletadas uma vez durante o
periodo de pré-tratamento. Ap6s o inicio dos tratamentos, as amostras de sangue foram
coletadas duas vezes por semana durante as cinco primeiras semanas do estudo. Na dltima
semana, um desafio & acidose ruminal subclinica foi realizado e quatro amostras de sangue
foram coletadas no dia do desafio. As coletas iniciaram uma hora antes do desafio com
coletas subsequentes a cada 4 horas. O sangue foi coletado por pungéo da veia coccigea com
tubos com vacuo contendo K, EDTA (Vacutainer, Becton Dickinson, Francklin Lakes, NJ,
EUA). Os tubos com o sangue foram imediatamente alocados em gelo e transportados para o
laboratdrio e centrifugados a 3.000 x g (centrifuga Allegra X-15R) por 15 minutos a 4°C para
separacdo do plasma. O plasma foi congelado a -20°C para andlises posteriores. A
concentragdo de glicose foi analisada seguindo o método modificado por Gochman e
Schimitz (1972) e N ureico pelo método modificado por Coulombe e Favreau (1963) e por
Marsh et al. (1965) usando um auto analisador (Technicon Instruments Corp., Tarrytown,
NY, EUA). A concentracdo dos éacidos graxos ndo esterificados (AGNE) foi analisada de

acordo com Johnson e Peter (1993) usando um kit comercial (NEFA-C kit; Wako Fine
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Chemical Industries, Inc., Dallas, TX, EUA). A proteina plasméatica de fase aguda

haptoglobina foi analisada segundo Makimura e Suzuki (1982).

Desafio a acidose ruminal subclinica

No dia 87, as vacas foram desafiadas para acidose ruminal subclinica. As vacas
receberam 3,0 kg de milho moido fino (MS) antes da alimentacdo da manha. Apds as vacas
terem consumido o milho, suas respectivas dietas foram fornecidas aproximadamente 2 horas

mais tarde.

Andlises estatisticas

Os dados foram analisados usando o procedimento MIXED do pacote estatistico SAS
(SAS versdo 9.3, SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Os dados continuos foram testados para
normalidade dos residuos, dados ndo normalmente distribuidos foram transformados antes
das analises e a transformacdo que melhor ajustou ao modelo foi utilizada. Dados com
medidas repetidas no tempo dentro da mesma unidade experimental foram analisados com
vaca aninhada dentro de tratamento com o efeito aleatério para testar os efeitos de
tratamento.

Yija = 4 + Ai + Lj + P+ t + AL + Aty + Lty + ALty + B + ejji

em que: Yijju = variavel dependente, 4 = média geral, A; = efeito do teor de amido, L;
= efeito da inclusdodo PFL, Py = efeito da ordem de parto (primipara ou multipara), t; = efeito
do tempo (semana, dia, ou hora), AL; = efeito da interagéo entre teor de amido e inclusdodo
PFL, At; = efeito da interagdo entre teor de amido e tempo, Lt; = efeito da interacdo entre
inclusdodo PFL e tempo, ALt = efeito da interacdo tripla entre teor de amido, inclusdodo

PFL e tempo, B = efeito de bloco e ej;q = erro residual. A referéncia de tempo para 0 modelo
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estatistico foi semana ou dia relativo ao inicio do estudo ou hora relativo ao desafio para
acidose ruminal subclinica. Os dados para produgdo e composicdo do leite foram analisados,
incluindo o valor de covariavel obtido no periodo de pré-tratamentos. Diferengas
significativas foram consideradas quando P< 0,05 e tendéncia de diferenga quando 0,05 <P<

0,10.

RESULTADOS

Foi observado aumento (P = 0,05) na producgdo de leite corrigido para 3,5% de
gordura para as vacas que receberam PFL comparadas ao grupo controle em 5,18% (42,5 vs.
40,3 kg/d) (Tabela 3). Para a producéo de leite, houve tendéncia (P = 0,09) de efeito positivo
no uso do PFL comparado ao controle com incremento de 3,41% na producéo (41,0 vs. 39,6
kg/d) e uma tendéncia (P = 0,09) para o teor de amido (41,0 kg/d para alto amido vs. 39,6
kg/d para baixo amido).

N&o foi observado efeito significativo para IMS, leite corrigido para gordura em razédo
da IMS, peso corporal e balanco energético tanto para PFL como para amido (Tabela 3).

O ECC mostrou uma tendéncia (P = 0,06) de maior escore corporal para as vacas que
receberam PFL (2,99 pontos) comparado com as vacas do grupo controle (2,87 pontos)

(Tabela 3).

Composigéo do leite

A inclusdode PFL aumentou (P = 0,05) a produgdo de gordura (1,55 kg/d para PFL
vs. 1,45 kg/d para controle) (Tabela 4). A producdo de proteina verdadeira do leite aumentou
(P =0,04) de 1,12 kg/d do grupo controle para 1,18 kg/d para o grupo que recebeu o PFL.
Também foi observado efeito (P = 0,001) do teor de amido, sendo que vacas que receberam

dieta com alto amido produziram 1,20 kg/d de proteina no leite contra 1,11 kg/d dos animais
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do tratamento com baixo teor de amido, o que também foi observado (P = 0,01) na
percentagem de proteina do leite (3,00% para alto amido vs. 2,87% para baixo amido).

Foi observada uma tendéncia (P = 0,06) com maior producéo de lactose para as vacas
com PFL comparadas as controle (1,98 vs. 1,90 kg/d) (Tabela 4).

A inclusdode PFL ndo mostrou nenhum efeito para a percentagem dos componentes
do leite (Tabela 4).

Na energia liquida de lactacdo do leite (EL,), foi observado efeito (P = 0,04) para o
uso de PFLcom maior energia para producédo de leite (28,81 Mcal/d), quando comparado ao
controle (27,34 Mcal/d) o que representou um incremento de 5,20% a mais de EL,. Para
energia liquida de lactacdo em relacdo & quantidade de alimento ingerido ndo houve efeito

significativo (Tabela 4).

Metabdlitos do plasma antes do desafio

A glicose foi maior (P = 0,02) para os animais do tratamento com alto teor de amido
(63,8 mg/dL) comparadasao baixo teor de amido (62,1 mg/dL) (Tabela 5). Efeito do teor de
amido também foi observado sobre o N ureico, mas neste caso, 0 grupo com baixo amido na
dieta teve maior concentragdo de N ureico (P = 0,02) que o grupo com alto amido (10,1 vs.
9,4 mg/dL).

Néo foi observado efeito do uso de PFL para os metabdlitos plasméticos, exceto uma
tendéncia (P = 0,07) de reducéo da haptoglobina nos animais que receberam PFL comparados

aos controle (0,051 vs. 0,058 de densidade dptica — DO) (Tabela 5).



33

Metabdlitos do plasma ap6s o desafio

Apos o desafio, houve um aumento significativo (P = 0,02) da glicose plasmética no
grupo alto amido comparado ao baixo amido (65,3 vs. 63,1 mg/dL) (Tabela 5). Foi observado
também uma tendéncia do amido sobre o AGNE (P = 0,09) que foi menor no grupo alto
amido, comparado com o baixo amido (0,119 vs. 0,139 mM).

No N ureico, ndo foi observado nenhum efeito de amido e de PFL (Tabela 5). Para
haptoglobina, foi observado efeito altamente significativo de amido (P = 0001), o qual foi
maior para o grupo alto amido (0,051 DO) comparado ao baixo amido (0,041 DO). Mesmo
ndo sendo observado efeito significativo do PFL (P = 0,15) para haptoglobina, os resultados
com alto e baixo teor de amido do grupo com PFL tiveram praticamente o0 mesmo valor
numérico de densidade dptica (0,046 vs. 0,045). Um efeito significativo (P = 0,001) para a

interacdo levedura x amido também foi observado para haptoglobina.

DISCUSSAO

A inclus&o de leveduras na dieta das vacas em lactagéo tem sido amplamente utilizada
em muitas propriedades comerciais. O principal objetivo das leveduras para estes animais é a
melhoria no desempenho produtivo, como observado na Tabela 3. Trabalhos reportam efeito
positivo do produto da fermentacédo de leveduras (PFL), principalmente da S. cerevisiae, no
desempenho produtivo, ingestdo de matéria seca e melhorias no ambiente ruminal (Rabiee et
al., 2008, Bruno et al., 2009, AlZahal et al., 2014). Todavia, foi verificado efeito apenas para
producéo de leite corrigido para 3,5% de gordura. O consumo de MS ndo se alterou com a
adicdo de PFL nas dietas de baixo ou alto teor de amido.

No presente trabalho, foi observada uma tendéncia de aumento na producao de leite
para o uso de PFL e também para os animais que receberam alto amido. Quando foi analisada

a producdo de leite corrigido para gordura, houve efeito significativo nas vacas que
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receberam inclusdodePFL frente aos animais controle. Estes dados estdo de acordo com os
resultados apresentados por Nocek et al. (2011), que reportaram efeito positivo na produgao
de leite e leite corrigido para 3,5% de gordura em vacas que receberam cultura de leveduras
vivas ou PFL comparadas ao controle. Segundo Desnoyers et al. (2009), a influéncia da
levedura viva na produgédo de leite ocorre pelo aumento na IMS e com a proporcéo de
concentrado, FDN e PB na dieta. Este dado pode explicar a tendéncia de aumento na
producdo de leite das vacas que receberam maior teor de amido na dieta. Entretanto, no
presente estudo, ndo houve diferenga na IMS entre os tratamentos.

Trabalhos reportaram aumento na produgédo de leite de vacas que receberam PFL
(Bruno et al., 2009, Zawoeski et al., 2014). Nestes trabalhos, a diferenca de producéo de leite
foi entre 0,5 a 1,6 kg/d de leite dos animais com PFL comparados ao controle. No presente
estudo, houve uma diferenca numérica de 1,4 kg/d (3,41%) de leite a mais para as vacas que
receberam PFL comparadas ao controle (41,0 vs. 39,6 kg/d), mas essa diferenca ndo foi
significativa. De forma semelhante, ndo foi observada diferenca significativa para IMS.
Bruno et al. (2009) também ndo observaram efeito na IMS, mas houve maior producéo de
leite para as vacas que receberam PFL. Os autores atribuiram este efeito a melhor
fermentacdo ruminal devido ao uso de PFL, com melhor utilizacdo dos nutrientes
alimentares.

A maior EL, observada no grupo que recebeu o PFL pode ser o principal responsével
pelo aumento de producédo de leite corrigido para 3,5% de gordura observado neste estudo.
Mesmo néo ocorrendo diferenca na IMS entre os tratamentos, a EL, foi 5,20% maior para as
vacas do grupo PFL comparadas ao controle. Esse maior aporte de energia utilizada para
producéo de leite pode ter sido resultado uma melhor utilizagdo dos nutrientes alimentares e
melhor fermentac&o ruminal. N&o foram encontrados trabalhos relatando a EL, em vacas em

lactag&o recebendo o PFL.
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Composigéo do leite

O aumento observado na produgdo de gordura do leite dos animais que receberam
PFL concorda com os resultados encontrados por Nocek et al. (2011), que reportaram
aumento na producéo de gordura do leite e também ndo observaram efeito na percentagem de
gordura. As vacas que receberam dieta com alto teor de amido tenderam a ter menor
percentagem de gordura no leite e este efeito pode ser possivelmente devido a dois
efeitos:primeiramente, a tendéncia de maior producédo de leite dos animais com dietas com
alto amido comparado & dieta com baixo amido (41,0 vs. 39,6 kg/d), o que acabou diluindo a
gordura; e em segundo lugar, vacas que recebem alta quantidade de alimento concentrado na
dieta apresentam maior producdo de propionato. Assim, a propor¢do acetato/propionato
diminui, podendo reduzir a producéo de gordura no leite, a qual é dependente de acetato para
a sintese de novo de gordura na glandula maméria (Kozloski, 2009).

A producdo de proteina verdadeira do leite aumentou tanto para o uso de PFL quanto
para dietas de alto teor de amido. O efeito provocado pelo PFL também foi observado por
Nocek et al. (2011). Segundo os autores, 0 uso de PFL, aumenta a quantidade da proteina
microbiana disponivel o que provocaria um maior aporte de proteina no leite. O modo de
atuacdo do PFL modifica a funcdo ruminal pela estimulagdo da fermentagdo, aumentando a
populacéo e a taxa de crescimento das bactérias celuloliticas e, assim, melhorando a taxa de
digestéo inicial das forragens (AlZahal et al., 2014).

O efeito provocado pelo alto teor de amido sobre a proteina também pode ter ocorrido
em fungdo da utilizagcdo do PFL. Desnoyers et al (2009) sugerem que as leveduras vivas
apresentam maior efeito benéfico quando utilizadas com dietas de alto concentrado e no
inicio de lactagdo. Esse beneficio pode ser explicado pela habilidade das leveduras em reduzir

a concentracdo de &cido lactico ruminal e modular o pH do rimen. Todavia, os autores
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observaram que a levedura ndo influenciou o teor de proteina do leite. Também, Ramsing et
al. (2009) ndo observaram efeito do PFL sobre os teores de proteina do leite.

Foi observada uma tendéncia (P = 0,06) a maior producdo de lactose no leite das
vacas que receberam PFL (Tabela 4). Segundo Miller-Webster et al. (2002), a utilizagdo de
leveduras na dieta de ruminantes aumenta a producdo de &cido propidnico no ramen. O
propionato é um dos principais responsaveis pela producdo de lactose e quando se aumenta a
producdo deste acido graxo volatil (AGV) pode aumentar a producéo de lactose, a qual faz o

controle osmotico da produgdo de leite (Kozloski, 2009).

Metabdlitos do plasma

Os resultados obtidos para os metab6litos plasmaticos estdo de acordo com outros
estudos (Irvine et al., 2011, Zaworski et al., 2014) que ndo observaram efeito com
ainclusdode PFL. O efeito do amido sobre a glicose plasmética observado tanto no periodo
pré como no pos-desafio é facilmente compreendido, visto que a maior concentragdo de
glicose foi observada nos dois periodos, no grupo que recebeu dieta com alto teor de amido.
A maior ingestdo de amido ird aumentar a concentragdo plasmatica de glicose. Diversos
produtos da digestdo e absor¢cdo do amido s&o fontes de carbono importantes para a
gliconeogénese. O propionato é quantitativamente o mais importante AGV, sendo que a
captacdo liquida de propionato pelo figado representa aproximadamente 70% da glicose
produzida pelo figado, e com isso, quanto mais amido na dieta, maior serd a producdo de
glicose derivada do propionato (Huntington et al., 2006).

No periodo pré-desafio, o N ureico foi influenciado pelo amido. As vacas que
receberam alto teor de amido com incluséo de PFL apresentaram o menor valor de N ureico.
Esse efeito pode ser explicado pelo resultado obtido por Hristov et al. (2010) que observaram

que vacas que receberam PFL em dietas tiveram maior fluxo omasal de proteina microbiana,
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utilizando para esse crescimento, maior quantidade de N. O uso de PFL mantem o pH
ruminal mais alto, o que estimula o crescimento da populacdo celulolitica (Mullins et al.,
2013, AlZahal et al., 2014).

Normalmente, a maior parte do N consumido pelos ruminantes é convertida em
amonia pelas bactérias ruminais. Cerca de 40 a 100% do N bacteriano é derivado da aménia.
Embora mais de 90% das espécies bacterianas ruminais possam utilizar a amdnia para sintese
de seus compostos nitrogenados, cerca de 25% destas, particularmente as celuloliticas, s&o
necessariamente dependentes da aménia para o seu crescimento (Kozloski, 2009). Com a alta
quantidade de esqueletos de carbono e o ambiente favordvel para o crescimento bacteriano,
mais N € necessario no rimen e, assim, a amoénia presente no fluido ruminal € utilizada para
producdo de proteina bacteriana. Desta forma, uma menor quantidade de amonia sera
absorvida e menos N ureico estara presente na circulagdo sanguinea.

Antes do desafio, as vacas com PFL apresentaram uma tendéncia de menor densidade
Optica de haptoglobina. A haptoglobina é uma proteina de fase aguda sintetizada pelos
hepatdcitos em resposta a liberacdo de citocinas dos macrdfagos e outras células imunes
como resultado de um dano tecidual, inflamagéo, infeccdo e componentes bacterianos e
também apos periodos de estresse (Murata et al., 2004, Lomborg et al., 2008).

As vacas que receberam PFL apresentaram menor quantidade de haptoglobina, o que
pode indicar menor inflamac&o no rimen em consequéncia do pH baixo, demonstrando que a
inclusdode PFL pode ser capaz de reduzir a ocorréncia de acidose ruminal subclinica em
vacas de leite alimentadas com dietas com alto teor de amido. Quando o desafio com milho
moido foi realizado, o teor de amido no rimen das vacas foi aumentado e com isso, pode ser
observado que o grupo alto amido sofreu aumento na haptoglobina. Esse efeito € claramente
observado no grupo de vacas que ndo recebeu o PFL na dieta. As vacas do grupo com alto

amido na dieta ap6s o desafio, tiveram alta concentracdo de haptoglobina comparado aos
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outros grupos, indicando que possivelmente as vacas passaram por um quadro de inflamagéo
ou tiveram acidose ruminal subclinica.

Apos o desafio, as vacas que receberam dietas com alto teor de amido apresentaram
baixa concentragcdo de AGNE. Este resultado esta de acordo com os reportados por Khalipour
et al. (2012), que reportam que a ingestdo de alto teor de carboidratos aumenta a oxidagdo de
glicose, que esta particularmente associada com um aumento na secrecdo de insulina, o que

pode inibir a liberagdo de AGNE do tecido adiposo.

CONCLUSAO

A inclusdode produto da fermentagdo da Saccharomyces cerevisiae para vacas
leiteiras aumenta a producéo de leite corrigido para gordura sem alterar a composi¢éo do
leite. Dietas contendo alto teor de amido aumenta a producdo de leite, a concentracdo de
glicose plasmatica e diminui a producdo de gordura do leite. A utilizacdo do produto da
fermentacdo de levedura juntamente com dietas com alto teor de amido atenua os efeitos de

acidose ruminal subclinica.
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Tabela 1. Composicédo nutricional e elementos ativos do produto da fermentagéo de levedura

(Rumen Yeast)

Nitrogénio ndo proteico % 0,2

Extrato etéreo % 0,1

Fibra bruta % 0,9
Carboidratos % 40,0

Cinzas % 7,0
Nutrientes digestiveis totais % 77,9
Energia digestivel kcal/kg 3.432
Densidade g/L 500,0
Analise Bromatolégica

Contagem de cel. Inativas Bilhdes de cél/g Minimo 15
Umidade % Maximo 8,0
Proteina bruta % Minimo 35,0
Mananoligossacarideos % Minimo 15,0
B-glucanos % Minimo 25,0
Analise Microbioldgica

Contagem total de placa UFCl/g Maximo 15.000
Coliformes totais NMP/g Maximo 10
Coliformes fecais NMP/g - Ausente
E. coli UFCl/g - Ausente
Leveduras e fungos UFCl/g Maximo 100
Salmonella /259 - Ausente

UFC/g — Unidades formadoras de colbnia por grama

NMP/g — NUmero mais provavel por grama
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Tabela 2. Composigdo dos ingredientes das ragcdes completas e composi¢do nutricional das
dietas de alto e baixo teor de amido

Dieta
Baixo Amido Alto Amido

Ingrediente, % MS

Silagem de milho 39,1 32,7

Silagem de triticale 10,9 91

Milho moido fino 11,7 21,7

Casca de soja 12,0 11,6

Polpa citrica 4.4 3,6

Semente de girassol integral 4,4 3,6

Farelo de soja, extracdo com solvente 8,7 9,7

Farelo de soja, processo térmico 4,4 3,6

Premix mineral-vitamino-proteico 44 4.4
Nutrientes, Base na MS

EL., Mcal/kg 1,56 1,59

Matéria organica, % 93,2+0,3 93,5+0,3

Proteina bruta, % 146 +0,6 146+0,5

Amido, % 232+1,7 29,0+1,2

Carboidratos nédo fibrosos, % 36,6 £1,3 40,3+1,1

Fibra em detergente acido, % 21,7+0,7 195+0,6

Fibra em detergente neutro, %

Total 38,1+1,0 32,9+0,8
Forragem 210+£0,1 17,0£0,9

Extrato etéreo, % 3,9+0,1 3,7+0,1

EL, = Energia liquida de lactacdo
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Tabela 3. Efeito da inclusdodo produto da fermentacéo de leveduraem dietas de baixo e alto teor de amido sobre o desempenho produtivo, peso,
balanco energético e ECC em vacas lactantes

Tratamento
Controle PFL? P
Baixo Alto Baixo Alto EPM PFL! Amido® PFL x A°®
Ingestdo MS, kg/d 25,1 24,8 25,4 26,1 0,6 0,13 0,76 0,36
Leite, kg/d 38,7 40,4 40,4 41,7 1,2 0,09 0,09 0,81
LCG 3,5%, kg/d 40,3 40,3 41,9 43,1 1,3 0,05 0,57 0,62
LCG/IMS 1,62 1,64 1,65 1,65 0,05 0,65 0,90 0,89
Peso corporal inicial, kg 580,9 582,0 579,7 583,3 8,09 0,87 0,88 0,58
Peso corporal médio, kg 606,8 602,9 601,8 612,8 10,4 0,80 0,71 0,44
Mudanga no peso, kg/d 0,45 0,52 0,41 0,52 0,09 0,81 0,30 0,79
Balango energético, Mcal/d 2,24 2,20 1,65 2,30 0,87 0,76 0,71 0,67
ECC,1a5 2,85 2,89 3,00 2,92 0,05 0,06 0,70 0,21

IPFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura
>Amido = Efeito do teor de amido

%PFLx A = Efeito da interacio entre o produto da fermentaco de levedurae o teor de amido
LCG 3,5% = Leite corrigido para 3,5% de gordura; calculado segundo NRC (2001)
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Tabela 4. Efeito da inclusdodo produto da fermentacdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre os componentes do leite em
vacas lactantes

Tratamento
Controle PEL? P
Baixo Alto Baixo Alto EPM PFL! Amido® PFL x A°

Gordura

% 3,90 3,64 3,84 3,82 0,09 0,49 0,10 0,17

Producéo, kg/d 1,47 1,43 1,53 1,57 0,05 0,05 0,96 0,41
Proteina

% 2,90 2,97 2,84 3,04 0,05 0,95 0,01 0,12

Producéo, kg/d 1,09 1,16 1,12 1,24 0,03 0,04 0,001 0,40
Lactose

% 4,94 490 4,93 492 0,03 0,99 0,34 0,55

Producéo, kg/d 1,86 1,93 1,96 2,01 0,06 0,06 0,20 0,85
EL. do leite

Mcal/kg 0,72 0,70 0,71 0,72 0,01 0,54 0,45 0,12

Mcal/d 27,2 27,5 28,2 29,4 0,9 0,04 0,28 0,51

1 PFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura

>Amido = Efeito do teor de amido

PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedurae o teor de amido
EL. = Energia liquida de lactacdo; calculado segundo NRC (2001)
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Tabela 5. Efeito da inclusdo do produto da fermentagdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre 0os metabolitos plasméticos em
vacas lactantes antes e ap0s o desafio a acidose ruminal subclinica

Tratamento
Controle PEL? P
Baixo Alto Baixo Alto EPM PFL! Amido®  PFL x A°

Antes do desafio
Glicose, mg/dL 61,6 64,3 62,7 63,2 0,7 0,98 0,02 0,13
AGNE, mM 0,156 0,140 0,159 0,160 0,020 0,53 0,70 0,62
N ureico, mgdL 10,0 9,7 10,1 9,0 0,3 0,28 0,02 0,14
Haptoglobina, DO 0,054 0,062 0,051 0,052 0,004 0,07 0,24 0,34
Apos o desafio

Glicose, mg/dL 63,1 66,2 63,1 64,5 1,05 0,35 0,02 0,40

AGNE, mM 0,139 0,105 0,138 0,133 0,013 0,25 0,09 0,20

N ureico, mgdL 9,12 9,55 9,42 8,87 0,33 0,55 0,85 0,12

Haptoglobina, DO 0,038 0,063 0,045 0,046 0,004 0,15 0,001 0,001

I PFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura
2Amido = Efeito do teor de amido

PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedurae o teor de amido

AGNE = Acidos graxos ndo esterificados

DO = Densidade Optica
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INCLUSAO DO PRODUTO DA FERMENTACAO DE LEVEDURA NA DIETA DE
VACAS EM LACTACAO MELHORA O DESEMPENHO E AUMENTA A
DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES E O FLUXO DE PROTEINA

MICROBIANA

RESUMO

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito da incluséo do produto da
fermentacdo da levedura (PFL) Saccharomyces cerevisiae sobre o desempenho produtivo,
metabolismo ruminal e digestibilidade ruminal e total de vacas alimentadas com dietas
contendo dois niveis de amido. Quatro vacas da raca Holandesa em lactacdo com cénulas
ruminais foram distribuidas em um quadrado latino 4 x 4 com arranjo fatorial 2 x 2 dos
tratamentos: 1) dieta baixo amido sem PFL; 2) dieta alto amido sem PFL; 3) dieta baixo
amido + PFL; e 4) dieta alto amido + PFL. Foram mensurados o consumo de alimento, a
producédo e composicdo do leite e peso das vacas. Coletas de contedldo ruminal, omasal, fezes,
alimentos e sobras foram realizados. Um desafio & acidose ruminal subclinica foi realizado e
amostras de sangue foram coletadas e o pH ruminal foi mensurado antes e ap6s o desafio. O
PFL aumentou a producéo de leite em 3,3 kg/d, comparado ao controle (29,6 vs. 26,3 kg/d) e
também aumentou a producdo de leite corrigido para gordura (30,3 vs. 26,6 kg/d), gordura
(1,08 vs. 0,94 kg/d), proteina (0,96 vs. 0,84 kg/d) e lactose (1.42 vs. 1.26 kg/d) no leite. O
alto teor de amido aumentou a producdo e a percentagem de proteina do leite e reduziu a
digestibilidade total da MS, MO, FDN, FDA e a digestibilidade ruminal da FDN. A
associacdo entre o PFL e o alto teor de amido na dieta aumentou o pH ruminal médio e o
fluxo de proteina de origem microbiana para 0 omaso. Apds o desafio & acidose ruminal, ndo
foram observados efeitos prejudiciais do desafio sobre o desempenho produtivo e

composicao do leite, contudo foi observado que o alto teor de amido reduziu o pH médio e o
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N amoniacal do rimen no dia do desafio. Pode-se concluir que o PFL é capaz de aumentar a
producdo de leite e os componentes do leite e quando associado a dieta com alto teor de
amido, ha melhora do ambiente ruminal, determinado pelo aumento do pH médio, o que
aumenta o crescimento dos microrganismos ruminais, elevando a produtividade.

Palavras-chave: alto amido, digestibilidade ruminal, producéo de leite, Saccharomyces

cerevisiae

INTRODUCAO

A inclusdo de leveduras vivas ou o produto da fermentacdo de levedura (PFL) em
dietas de vacas de leite é eficaz e tem sido praticada comercialmente ha vérios anos. A
levedura aumenta o consumo de alimento, a producéo de leite, o pH ruminal, os &cidos
graxos volateis (AGV) no rimen e a digestibilidade da matéria organica (MO) (Desnoyers et
al., 2009). Em adicdo, os efeitos da levedura s&o melhores quando os animais consomem
dietas com alta proporcdo de concentrado, limitando a acidificagdo do ruminal, tipicamente
associada com o aumento da concentracdo dos AGV e diminuicdo o &cido lactico, sugerindo
uma melhoria na capacidade tamponante.

Uma influéncia importante da levedura € a estimulacdo de bactérias utilizadoras de
acido lactico (Callaway e Martin, 1997). Essa acdo resultaria na reducdo da concentragdo de
acido lactico, com uma acidificacdo do pH, promovendo uma maior estabilidade do ambiente
ruminal. Um pH mais préximo ao neutro (pH = 7) pode criar um ambiente mais propicio para
0 crescimento de bactérias celuloliticas (Mullins et al., 2013, AlZahal et al., 2014),
aumentando a digestdo da fibra, a ingestdo de alimento, e com isso, aumento produtivo.

Estudos tém demonstrado que produtos da fermentagdo da Saccharomyces cerevisiae
melhora a utilizacdo do &cido lactico pela Selenomonas ruminantium e a Megasphaera

elsdenii(Nisbet e Martin, 1991, Rossi et al., 2004). Bactérias utilizadoras de acido lactico sdo
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comuns no rumen e aparecem em maior nimero em animais que recebem gréos na dieta.
Essas espécies bacterianas ndo apresentam repressdo catabdlica por aglcares sollveis e
fermentam o &cido lactico a propionato pela via do acrilato (Chaucheyras et al., 1996).

Outra teoria associada com o PFL é a influéncia positiva sobre a captagdo de amonia
(Allen e Ying, 2012). Isto poderia melhorar a eficiéncia e a producédo de proteina microbiana,
assim promovendo aumento no suprimento de aminoécidos no intestino para a vaca, 0 que
estimula a producéo (Hristov et al., 2010).

Miller-Webster et al. (2002)reportaram que o PFLaumentou a digestibilidade da
proteina bruta (PB), o nitrogénio (N) amoniacal e a producdo de proteina de origem
microbiana. No mesmo estudo, os autores ndo observaram diferenga no pH ruminal e nem
efeito na digestibilidade para os outros nutrientes. Hristov et al. (2010)relataramque a
levedura reduziu a concentracdo de amdnia no rimen e aumentou a sintese de proteina
microbiana ruminal. No entanto, Putnam et al. (1997) ndo citaram efeito sobre o pH e a
concentragdo de amdnia no rimen dos animais que receberam PFL. Segundo os autores, foi
observado aumento na producdo de leite e proteina do leite e uma tendéncia de maior
ingestdo de matéria seca (IMS), porém ndo houve efeito sobre a digestibilidade da MO, da
fibra em detergente neutro (FDN), da fibra em detergente acido (FDA), da PB e dos
carboidratos nédo estruturais.

A alimentacdo com dieta de alto teor de amido altera a fermentacdo ruminal, o que
pode comprometer a digestdo da fibra e o conteddo de gordura no leite e o fornecimento de
levedura influencia na microbiota do rimen neutralizando o pH, aumentando a digestdo da
fibra e a produtividade. Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos da
inclusdo do produto da fermentacdo da Saccharomyces cerevisiae para vacas de leite em
lactagdo alimentadas com dois niveis de amido sobre o desempenho produtivo, o

metabolismo do rimen e a digestibilidade dos nutrientes.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido na Unidade Leiteira da Universidade da Florida, Gainesville,
Florida, EUA) entre setembro de 2013 e janeiro de 2014.

Todos os procedimentos envolvendo animais neste estudo foram aprovados no
protocolo experimental nimero 007-13ANS pelo Comité de Pesquisa Animal N&o-

Regulatério da Universidade da Florida.

Animais, tratamentos e procedimentos experimentais

Quatro vacas primiparas da raca Holandesa com cénulas no ramen foram distribuidas
em um quadrado latino 4 x 4 com arranjo fatorial 2 x 2 dos tratamentos e com periodos de 28
dias. No inicio do experimento, 0s animais apresentaram em média 564,9 + 51,2 kg de peso
corporal, 176,2 + 17,7 dias em lactagéo e 25,7 + 3,4 kg de leite produzido ao dia.

As vacas foram alojadas em estabulo tipo tie-stall e possuiam cochos de alimentagéo e
de 4gua individuais. Foram utilizadas camas de gel para maior conforto das vacas e sobre a
cama, uma camada de maravalha foi utilizada para facilitar a limpeza e manter a cama seca.

Os animais foram alimentados uma vez ao dia (08:00 h) na forma de racgéo totalmente
misturada (RTM) para ingestdo ad libitum, permitindo 5% de sobras com base na matéria
natural. A RTM foi composta por silagem de milho, silagem de triticale e um concentrado
base (baixo amido). Os animais pertencentes aos tratamentos, contendo dieta alto amido,
receberam concentrado de gréos adicional para a dieta alcancar 29% de amido. As dietas
(Tabela 1) foram formuladas para atender as exigéncias em energia metabolizavel e proteina
bruta (NRC, 2001) para vacas da raca Holandesa pesando 630 kg e produzindo em média 42

kg de leite contendo 3,5% de gordura e 3,1% de proteina, com IMS de 23 kg/d.



52

Os tratamentos experimentais consistiram em: 1) dieta baixo amido sem o produto da
fermentacdo da levedura (PFL); 2) dieta alto amido sem PFL; 3) dieta baixo amido + PFL e
4) dieta alto amido + PFL. A dieta com baixo amido continha 23% de amido e a dieta com
alto amido 29% de amido (Tabela 1). O PFL utilizado neste estudo foi & base de
Saccharomyces cerevisiae (Rumen Yeast, ICC Brazil, S&o Paulo, SP) que é um produto da
fermentacdo da S. cerevisiae, composto por células da levedura inativadas, uma alta
concentragdo de metabolitos produzidos pela fermentagdo da levedura e o meio de
crescimento, que contém diversos carboidratos funcionais (Tabela 2). Foi utilizada uma dose
de 15 g de PFL por vaca por dia. Esta quantidade de leveduras fornecida para as vacas foi
misturada com milho moido fino em uma proporcéo de 15% de PFL. Uma dose de 90 g MS
da mistura foi oferecida por vaca, a qual foi adicionada sobre o alimento da manha. A vacas
dos tratamentos sem levedura receberam 90 g de milho moido fino (MS) sem adi¢éo de PFL.

As vacas foram ordenhadas duas vezes por dia aproximadamente as 06:00h e as
18:00h e a producéo de leite individual foi determinada pelo sistema Afikim Milking (AfiFlo
milk meters, S.A.E. Afikim). O sistema AfiLab foi calibrado uma vez por més com os dados
de producdo e composicdo do leite de 450 vacas analisadas pelo laboratério Southeast DHIA
em Bellview, FL, EUA. Dos dias 20 a 28 de cada periodo, amostras de leite foram coletadas
diariamente nas duas ordenhas em aliquotas individuais e armazenadas em potes contendo
bromopol para conservacdo das amostras e estas foram enviadas para laboratorio, onde foram
analisadas para concentracdo de gordura, proteina e lactose, pelo laboratdrio Southeast DHIA
em Bellview, FL, EUA.

A concentracdo dos componentes de leite de cada ordenha foi utilizada para calcular a
producdo didria de gordura, proteina e lactose, sendo ajustada para o volume de leite
produzido em cada ordenha. A produgéo de leite corrigida para 3,5% de gordura foi calculada

como [(0,4324 x producdo de leite) + (16,218 x produgdo de gordura no leite)] NRC
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(2011).A energia corrigida para produgdo de leite foi calculada como [(0,3246 x producéo de
leite) + (12,86 x producéo de gordura) + (7,04 x producdo de proteina)] (NRC, 2001).

Uma vez por semana, as forragens e a mistura de gréos foram coletadas, secas a
55°C, moidas e armazenadas para posteriores analises. A IMS individual foi calculada com
base na MS dos alimentos determinada a 105°C. Foram feitas amostras compostas de cada
periodo, nas quais foram determinadas a MS, cinzas, PB, FDN, FDA e minerais.

No dia 25 de cada periodo, as vacas foram desafiadas para acidose ruminal subclinica.
As vacas receberam 3 kg de milho moido fino dentro do rimen através da canula ruminal, no
momento em que retornam da sala de ordenha. Os cochos de alimentag&o foram removidos
impedindo a ingestéo de alimento por um periodo de 1 hora. Apés esse periodo, os cochos
foram disponibilizados para as vacas com suas respectivas dietas.

Amostras de aproximadamente 8 mL de sangue foram coletadas nos dias 24 e 25 do
periodo. Uma amostra foi coletada as 8 horas da manha (0 Hora) e mais 3 amostras foram
coletadas com 4 horas de intervalo (4, 8 e 12 Horas). O mesmo esquema de coleta foi
realizado no dia seguinte. As amostras do dia 24 foram usadas para representar o periodo pré-
desafio e, do dia 25, para avaliar os efeitos do desafio. O sangue foi coletado por puncéo da
veia coccigea com tubos com vacuo contendo K, EDTA (Vacutainer, Becton Dickinson,
Francklin Lakes, NJ, EUA). Os tubos com o sangue foram imediatamente alocados em gelo,
transportados para o laboratério e centrifugados a 3.000 x g (centrifuga Allegra X-15R) por
15 minutos a 4°C para separagdo do plasma. O plasma foi congelado a -20°C para posteriores

analises.

Anélises quimicas
As amostras das silagens e grdo foram compostas por periodo e analisadas para MS,

cinzas, PB, FDN, FDA, e minerais (Ca, P, K, Mg, S, Na, Cl, Zn, Cu e Mn). Os minerais
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foram analisados pelo laboratério Dairyland, Arcadia, WI, EUA. As amostras das dietas
ofertadas e as sobras foram coletadas nos dias 20 a 28 do periodo. Para analise, as dietas e as
sobras foram secas a 55°C e moidas em peneira de Imm em um moinho Wiley (Thomas
Scientific, Swedesboro, NJ, EUA). Apds moidas, foram feitos duas amostras compostas. A
primeira, representava as mostras coletadas antes do desafio para acidose ruminal (20 ao 24
do periodo) e, a segunda, com as amostras coletadas apds o desafio (25 ao 28 do periodo). As
duas amostras compostas foram analisadas para MS (105°C por 12h), MO (512°C por 8h) e
analisadas na sequéncia para FDN, usando a-amilase estavel ao calor e FDA (Van Soest et
al., 1991) com o sistema analisador de fibora Ankom (Ankom Technology, Macedon, NY,
EUA) e para N usando um método automatizado quantitativo de digestdo por combustéo
(sistema analisador Elementar, Elementar Americas, Inc., Mt. Laurel, NJ, EUA). O amido foi
determinado pelo método de digestdo enzimatica, segundo Poore et al. (1989). A densidade
energética da dieta foi estimada usando os valores dos alimentos analisados e calculando o
consumo em 3 vezes a mantenga (Weiss, 1998).

As amostras de plasma sanguineos foram descongeladas sob refrigeracdo e a
concentragdo de glicose foi analisada seguindo o método modificado por Gochman e
Schimitz (1972) e o N ureico pelo método modificado por Coulombe e Favreau (1963) e por
Marsh et al. (1965)usando um auto analisador (Technicon Instruments Corp., Tarrytown, NY,
EUA). A concentracdo dos cidos graxos ndo esterificados (AGNE) foi analisada de acordo
com Johnson e Peter (1993), usando um kit comercial (NEFA-C kit; Wako Fine Chemical
Industries, Inc., Dallas, TX, EUA). A proteina plasmética de fase aguda haptoglobina foi
analisada segundo Makimura e Suzuki (1982).

As amostras de fezes, omaso, RTM, e sobras foram secas em estufa com circulagdo de
ar forcado a 55°C durante 96 h, a perda de umidade anotada e foram moidas com peneira de 1

mm em um moinho Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EUA). As amostras foram
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homogeneizadas vigorosamente e divididas em duas aliquotas, sendo uma do periodo pre-
desafio (dias 20 a 24) e a outra para o periodo pos-desafio (dias 25 a 28). Cépsulas com 6xido
de cromo foram fonecidas para as vacas via canula ruminal na quantidade de 10 g/dia. O
cromo foi quantificado por espectrofotometria de absorgdo atdmica, utilizando um
espectrometro de absor¢do atdmica Perkin Elmer 5000 (Perkin Elmer, Wellesley, MA) de
acordo com Williams et al. (1962).

As amostras de omaso foram analisadas para determinar o N total, MS, cinzas, amido,
FDA e FDN para estimar a digestibilidade ruminal da MS, MO, amido, FDA e FDN. O fluxo
de proteina alimentar (proteina ndo degradada no rimen) foi estimada pela diferenga [N total

- (N microbiano + N amoniacal)].

Peso corporal e determinacéo do balanco energético

Imediatamente ap6s cada ordenha, as vacas foram pesadas em uma balanca eletronica
localizada na saida da sala de ordenha (AfiWeigh, S.A.E. Afikim). O balango energético foi
calculado usando a ingestdo de calorias diérias, calculada com base na IMS e no contetido de
energia da dieta, em 3 vezes da mantenga (Weiss, 1998), menos a soma do requerimento de
calorias diérias para mantenca (0,08 x peso corporal®’®) e as calorias secretadas pelo leite de
acordo com a producéo de gordura, proteina e lactose {producéao de leite x [0,0929 x % de
gordura) + (0,0563 x % de proteina) + (0,0395 x % de lactose)]}. O balango energético médio
durante a semana foi usado para ajustar a dieta das vacas. Uma média dos valores diario foi

transformada em valor semanalmente, para analises estatisticas.
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Digestibilidade ruminal e total e fluxo de nutrientes

No dia 12 de cada periodo, as vacas receberam via canula ruminal uma céapsula de
gelatina contendo 10 g de Cr,QOg3, duas vezes ao dia, com intervalos de 12 h (20 g/vaca/d). O
cromo foi usado como um marcador para estimar a digestibilidade ruminal e total e a saida
ruminal de MS, MO, N, FDA, FDN e amido pela técnica da razdo dos marcadores (Schneider
e Flatt, 1975). As vacas receberam o marcador por 16 dias e amostras de conteddo ruminal,
conteudo de omaso e fezes foram coletadas duas vezes por dia, a partir do dia 20 até o dia 28.
As amostras foram coletadas em horarios alternados (espacamento de 2 h por dia),
comecando imediatamente antes da alimentagdo da manh& no primeiro dia de coleta (dia 20 =
0 e 12 h, em relacdo & alimentacdo da manhd, dia 21 = 2 e 14 h em relagdo a alimentacéo
matinal; dia 22 = 4 e 16 horas, em relacdo a alimentacdo da manh; dia 23 = 6 e 18 horas em
relacdo a alimentagdo da manhd; dia 24 = 8 e 20 horas, em relagdo a alimentagdo da manhd).

O mesmo esquema foi usado para os dias 25 a 28, exceto para a primeira amostra que
foi coletada 2 h apds o desafio para acidose ruminal (dia 25 = 2 e 14 h, em relacdo a
alimentacdo da manhd, dia 26 = 4 e 16 h, em relacdo a alimentacdo da manha, dia 27 = 6 e 18
h, em relacdo a alimentacdo da manhd, dia 28 = 8 e 20 h, em relagdo a alimentagdo da
manha).

As amostras de omaso, de aproximadamente 200 — 250 mL, foram realizadas
utilizando uma sonda, a qual era inserida uma extremidade no orificio reticulo-omasal
manualmente através da canula ruminal e a outra extremidade foi adaptada a um kitasato

conectado a uma bomba de vacuo.

Coleta e analise de nitrogénio amoniacal do rimen

Amostras da digesta ruminal foram coletadas duas vezes ao dia em intervalos de 12 h,

seguindo 0 mesmo esquema descrito anteriormente para as coletas de fezes e contetdo de
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omaso. As amostras foram coletadas distintas regides anatdbmica do rimen (dorsal, ventral,
cranial e caudal).

As amostras foram homogeneizadas e filtradas por 2 camadas de tecido tipo gaze e
uma aliquota de 10 mL de fluido ruminal foi preservada por adi¢&o de 0,2 mL de H,SO450%
(vol/vol). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g durante 20 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e congelado a -20°C até anélise do N amoniacal. A concentracéo
de N amoniacal foi mensurada, usando uma adaptacgéo do procedimento de Noel e Hambleton
(1976) que envolveu uma quantificacdo colorimétrica do N em um Auto Analisador

Technicon (Technicon, Tarrytown, NY, EUA).

Mensuramento do pH ruminal

O pH do ramen foi mensurado em dois dias, sendo um dia antes do desafio e o outro,
o dia em que o desafio foi realizado. No dia 24 do periodo, & 7h da manhd (antes da
alimentagdo) um sensor (PHE-7352-15, Omega Engineering, INC, Stanford, CN, EUA) foi
colocado dentro do rumen através da fistula ruminal e 1a permaneceu durante 48 horas
consecutivas (24h antes do desafio e 24h ap6s o desafio). O sensor permaneceu todo o
periodo de coleta conectada a um coletor de dados (OM-CP-PH101, Omega Engineering,
INC, Stanford, CN, EUA) localizado fora do rimen e foi programado para fazer medicdes a
cada 10 minutos. Os medidores de pH foram calibrados em todos os periodos antes do uso e
usado no mesmo animal em cada periodo. No dia 26 do periodo, durante a manhd, o
equipamento foi removido das vacas e levados para o laborat6rio, onde as leituras dos dados
captados foram transferidas para o software OM-CP Data Logging (Omega Engineering,

versdo 2.07.1).
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Coleta e analise de urina e estimativa do fluxo de nitrogénio microbiano

Amostra spot de urina foram colhidas uma vez por dia a partir do dia 20 até o dia 24
de cada periodo. Massagem na regido perineal foi realizada para estimular a mic¢do e as
amostras foram colhidas a partir de um fluxo normal de urina. O pH das amostras de urina foi
mensurado imediatamente apds a colheita, e em seguida, as mesmas foram acidificadas por
meio da adigdo de HCL 5 M para atingir pH < 4 e congeladas a -20°C. As amostras foram
descongeladas sob refrigeracdo antes das analises e foi feito uma amostra composta por vaca
e periodo para a realizacdo das analises de N total, N ureico, derivados de purinas (alantoina
+ acido Urico) e creatinina.

O N foi mensurado pelo método Kjeldahl, a creatinina por colorimetria usando kit
comercial (Arbor Assays Kit # K002-H1, Arbor Assays, Ann Arbor, MI, EUA), o &cido Urico
pelo método de fluorescéncia com kit comercial (Cayman Chemical Kit # 700320, Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) e o N ureico foi mensurado por colorimetria, utilizando kit
comercial (Urea Nitrogen — BUN, Colorimetric Detection Kit # K024-H1, Arbor Assays,
Ann Arbor, MI, EUA). O volume de urina diaria foi estimado, utilizando a taxa de excre¢do
de creatinina de 29 mg/kg de peso corporal (Valadares et al., 1999). O fluxo de N microbial
foi calculado, usando a estimativa da excrecdo dos derivados de purina de acordo com Chen e

Gomes (1995).

Andlises estatisticas

Os dados foram analisados, usando o procedimento MIXED do pacote estatistico SAS
(SAS versdo 9.3, SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA). Os dados continuos foram testados para
normalidade dos residuos, dados ndo normalmente distribuidos foram transformados antes
das analises e a transformacdo que melhor se ajustou ao modelo foi utilizada. Dados com

medidas repetidas no tempo dentro da mesma unidade experimental foram analisados com
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vaca aninhada dentro de tratamento com o efeito aleatério para testar os efeitos de
tratamento.

Os modelos estatisticos utilizados foram os seguintes:

Yiji = u + Ai + Lj + Pk + ALjj + ejj

em que: Yiju = a varidvel dependente, 4 = média geral, A; = efeito do teor de amido, L;
= efeito da inclusdo do PFL, Py = efeito do periodo, AL;; = efeito da interacdo entre teor de
amido e inclusdo do PFL e ejj = erro residual.

Quando a varidvel em teste possuia medidas repetidas no tempo, dentro de um mesmo
periodo, o efeito fixo da unidade de tempo bem como suas intera¢cbes com teor de amido e
inclusdo do PFL foram adicionados ao modelo estatistico:

Yij = 4 + Ai + Lj + P+ t + AL + Aty + Lty + ALt + i

em que: Yijq = a variavel dependente, x = média geral, A; = efeito do teor de amido, L;
= efeito da inclusdo do PFL, Py = efeito do periodo, t; = efeito do tempo, AL;j = efeito da
interagéo entre teor de amido e incluséo do PFL, At; = efeito da interacdo entre teor de amido
e tempo, Ltj = efeito da interacdo entre inclusédo do PFL e tempo, ALt = efeito da interacéo
tripla entre teor de amido, inclusdo do PFL e tempo e eju = erro residual. Diferengas
significativas foram consideradas quando P< 0,05 e tendéncia de diferen¢a quando 0,05 <P <

0,10.

RESULTADOS

Antes do desafio

A inclusdo de PFL aumentou (P = 0,01) a producéo de leite comparado ao grupo
controle (29,6 vs. 26,3 kg/d) (Tabela 3). De forma semelhante, quando foi analisado o efeito

do PFL sobre o controle, o grupo que recebeu o PFL também apresentou efeito significativo
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com maior (P = 0,03) produgé&o de leite corrigido para 3,5% de gordura (30,3 vs. 26,6 kg/d) e
aumentou (P = 0,01) a producdo de leite corrigido para gordura em relagdo a IMS (1,33 vs.
1.18). A IMS néo foi afetada pelos tratamentos. O teor de amido ndo afetou nenhuma das
caracteristicas citadas acima.

Quando o peso corporal foi analisado, houve uma tendéncia tanto do uso de PFL (P =
0,07) como do teor de amido (P = 0,10) sobre essa variavel, sendo que tanto o alto amido
(597,5 kg para o alto amido vs. 586,6 kg para o baixo amido) como o uso de PFL (598,3 kg

para PFL vs. 585,9 kg para controle) tenderam a aumentar o peso das vacas (Tabela 3).

Composicao do leite

Foi observado aumento (P = 0,04) na producéo de gordura no grupo que recebeu PFL
(1,08 kg/d), comparado ao grupo controle (0,94 kg/d) (Tabela 3). Ocorreu efeito (P = 0,05) da
interagdo entre PFL e amido para percentagem de gordura, sendo que o PFL aumentou a
percentagem de gordura para o grupo baixo amido e reduziu para o grupo alto amido quando
estes foram comparados com os respectivos grupos sem PFL.

Observou-se que o PFL aumentou (P = 0,002) a producéo de proteina, comparado ao
controle (0,96 vs. 0,84 kg/d) (Tabela 3). O teor de amido teve efeito tanto na produgéo (P =
0,02) como na porcentagem (P = 0,005) de proteina. O grupo alto amido produziu mais
proteina que o baixo teor de amido (0,94 vs. 0,86 kg/d) e também teve maior porcentagem de
proteina no leite (3,31 vs. 3,18%).

O fornecimento de PFL também teve efeito na producdo de lactose (P = 0,02), sendo
que este grupo produziu mais lactose que o controle (1,42 vs. 1,26 kg/d). As vacas que
receberam PFL também apresentaram maior quantidade (P = 0,02) de energia liquida para

produzir leite que as vacas controle (21,1 vs. 18,4 Mcal/d) (Tabela 3).



61

Digestibilidade total

A inclusdo do PFL mostrou efeito somente na digestibilidade da proteina bruta. As
vacas que receberam o PFL tiveram maior (P = 0,03) digestibidade da proteina que as vacas
controle (70 vs. 68%) (Tabela 4). Em relacdo a digestibilidade da PB também foi observada
uma tendéncia (P = 0,09) de interag&o entre o uso de PFL e o teor de amido, sendo que houve
aumento na digestibilidade da PB quando se associou o PFL na dieta de alto teor de amido.

O teor de amido da dieta influenciou a digestibilidade total de forma mais ampla.
Quando foram comparadas as vacas que receberam alto teor de amido com as vacas de baixo
amido na dieta, houve reducéo (P = 0,02) na digestibilidade da MO (72 vs. 74%), menor (P =
0,04) digestibilidade da FDN (57 vs. 61%), menor (P = 0,04) digestibilidade da FDA (52 vs.
58%) e uma tendéncia de redugdo (P = 0,06) sobre a digestibilidade da MS (70 vs. 72%)
(Tabela 4). A digestibilidade do amido ndo foi afetada pelos tratamentos (PFL ou teor de

amido).

Digestibilidade ruminal e fluxo omasal do nitrogénio

A digestibilidade ruminal da FDN foi afetada (P = 0,01) pelo teor de amido na dieta
(Tabela 4). Vacas que receberam baixo amido na dieta tiveram 59% de digestibilidade do
FDN contra 51% nas vacas que receberam alto amido na dieta. Houve interagéo significativa
(P =0,02) entre o teor de amido e o PFL para a digestibilidade da FDN. A dieta com alto teor
de amido apresentou superioridade de 10% na digestibilidade quando adicionado PFL quando
comparada a dieta sem PFL.

Né&o foi observado efeito sobre a digestibilidade aparente da MO entre os tratamentos
(Tabela 4). O fluxo omasal de proteina também ndo mostrou efeito para o PFL e para o teor
de amido. Esse resultado foi semelhante tanto para o fluxo total de PB como para o fluxo de

proteina microbiana. Entretanto, observa-se uma tendéncia (P = 0,09) de interacdo
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entreteorde amido e PFL, sendo que, houve um aumento na proteina microbiana quando se
associou o PFL e o alto teor de amido e de forma oposta, 0 tratamento com baixo teor de

amido apresentou reducdo da proteina microbiana quando o PFL esteve presente na dieta.

Nitrogénio amoniacal e pH ruminal

Os animais com dieta com alto teor de amido mostraram uma tendéncia (P = 0,06) de
ter menor concentracdo de N amoniacal (6,65 mM) que os animais do grupo baixo amido
(8,33 mM) (Tabela 5).

Né&o foi observado efeito do PFL sobre a concentragdo de N amoniacal ou para o pH
ruminal (Tabela 5). No pH ruminal, foi observado interacéo significativa (P = 0,04) entre teor
de amido e PFL. O tratamento com alto teor de amido com PFL a, onde o pH ruminal foi

mais elevado que os demais tratamentos (Figura 1).

Metabdlitos do sangue

A incluséo de PFL tendeu (P = 0,07) a aumentar a concentragdo de N ureico no
plasma (9,0 vs. 9,7 mg/dL) e tendeu (P = 0,08) a reduzir a concentragdo de haptoglobina
(0,060 vs. 0,037 DO) (Tabela 6). Uma tendéncia (P = 0,08) na interacdo entre PFL e teor de
amido foi observada na concentracdo de haptoglobina plasmética, sendo que o grupo que
recebeu PFL com alto amido teve menor densidade Optica de haptoglobina que o grupo alto

amido sem PFL.

Depois do desafio

Apos desafiar as vacas a acidose ruminal subclinica, foi observado efeito (P = 0,004)
de PFL sobre a produgdo de leite. As vacas que receberam PFL tiveram maior producéo de

leite (30,1 kg/d) que as vacas controle (27,3 kg/d). O mesmo efeito (P = 0,001) foi observado
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para leite corrigido para 3,5% de gordura (30,1 kg/d para o grupo PFL contra 27,0 kg/d para o
grupo controle). O PFL também afetou (P = 0,03) de forma positiva a relacdo entre leite
corrigido para gordura e IMS (1,30 e 1,20 para o grupo PFL e o controle) (Tabela 7).

N&o houve efeito sobre a IMS e o peso corporal entre os tratamentos. O teor de amido
na dieta ndo afetou a IMS, producdo de leite, peso corporal e os componentes do leite (Tabela

7).

Composicao do leite

O tratamento PFL apresentou efeito significativo para produgdo de gordura (P =
0,01), produgdo de proteina (P = 0,02), producdo de lactose (P = 0,008) e energia liquida para
producdo de leite (P = 0,003) (Tabela 7). O PFL aumentou a producdo de todos 0s
componentes do leite, sendo que a gordura aumentou de 0,93 kg/d do grupo controle para
1,06 kg/d para o grupo com PFL, a proteina de 0,87 para 0,98 kg/d, a lactose de 1,32 para
1,45 kg/d e a EL de 18,8 para 21,1 Mcal/d, respectivamente.

Para lactose, foi observada uma tendéncia (P = 0,09) de interacdo entre teor de amido
ePFL(Tabela 7). A lactose foi mais elevada no grupo tratado com PFL e com alto teor de
amido na dieta, comparado ao baixo amido e sem PFL. O teor de amido ndo afetou nenhum

dos componentes do leite ap6s o desafio.

Nitrogénio amoniacal e pH ruminal

O N amoniacal foi analisado no dia do desafio, fazendo uma média dos resultados
entre as duas coletas realizadas durante este dia (1h e 13h ap6s o desafio) e uma anélise nos
dias seguintes ao desafio. Em ambos os resultados, o PFL n&o apresentou efeito sobre a
concentracdo de N amoniacal (Tabela 8). No entanto, o teor de amido teve efeito (P = 0,02)

no dia do desafio, sendo que o tratamento com alto teor de amido apresentou menor
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concentracdo de N amoniacal que o tratamento com baixo teor de amido na dieta (4,40 vs.
6,38 mg/dL, respectivamente). Nos dias seguintes ao desafio, foi observado uma tendéncia (P
= 0,06) de redugéo na concentracdo do grupo alto amido (4,80 mg/dL) comparado ao grupo
baixo teor de amido (6,54 mg/dL).

O pH do rdmen apo6s o desafio foi alterado como efeito (P = 0,03) do teor de amido,
sendo que o pH médio foi mais elevado para o grupo baixo amido (6,32) que para o grupo

com alto amido na dieta (6,06) (Figura 2) (Tabela 8).

Metabdlitos do sangue

Nenhum efeito foi observado sobre os metabélitos do sangue tanto para PFL quanto
para o teor de amido da dieta (Tabela 9). Somente foi observada uma tendéncia (P = 0,10) de
maior valor de densidade Optica de haptoglobina para o tratamento com alto teor de amido na

dieta (0,049), comparado ao tratamento com baixo teor de amido na dieta (0,030).

DISCUSSAO

Antes do desafio

Estudos realizados ja reportavam efeito da incluséo da leveduras vivas e o produto da
fermentacdo de leveduras (PFL) sobre o ambiente ruminal resultando em melhora no
desempenho produtivo de vacas de leite (Desnoyers et al., 2009, Nocek et al., 2011, Allen e
Ying, 2012, Poppy et al., 2014). No entanto, até o presente momento, os resultados de
trabalhos que avaliaram a resposta da adigdoda S. cerevisiae na dieta de vacas leiteiras em
lactagdo, ainda tem sido bastante variavel.

Néo foi observado efeito dos tratamentos sobre a IMS, o que também foi reportado

por Thrune et al. (2009), Hippen et al. (2010) e Hristov et al. (2010). Entretanto, houve maior
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producéo de leite corrigido para gordura para as vacas que receberam PFL. Segundo Bruno et
al. (2009), ndo houve efeito sobre o consumo, mas foi observado aumento na producgéo de
leite para vacas recebendo PFL. Os autores reportaram que esse aumento na producdo de leite
com a mesma IMS pode ter ocorrido por uma melhoria no ambiente ruminal, observada na
reducdo da concentragdo de am6nia no rimen, provocado pela presenca doPFL.

No presente estudo o PFL aumentou a producéo de leite em 3,3 kg/d em relacéo as
vacas que ndo receberam PFL e também aumentou 3,7 kg/d quando o leite foi corrigido para
3,5% de gordura. Este resultado estd de acordo com outros trabalhos que também observaram
aumento na producdo de leite e de leite corrigido para gordura em vacas com PFL(Nocek et

al., 2011, Zaworski et al., 2014).

Composicao do leite

Os aumentos na producdo de gordura e proteina do leite observados no tratamento
com PFL, estdo de acordo com os resultados reportados por Nocek et al. (2011). Os autores
atribuem esse aumento na producdo de gordura e proteina pela modificacdo na funcéo
ruminal promovido pela acdo do PFL, e assim, estimulando a fermentagdo, aumentando a
populacéo e a taxa de crescimento das bactérias celuloliticas, o que ird melhorar a taxa de
digestdo inicial das forragens e aumentar a producéo de gordura pelo aumento da sintese de
acetato e proteina microbiana.

Chaucheyras-Durand e Durand (2010) reportaram que o efeito das leveduras vivas ou
do PFL no ambiente ruminal favorece microrganismos que estdo envolvidos na
biohidrogenacdo ruminal e na sintese de novo da gordura do leite. Além disso, 0 aumento na
quantidade da proteina microbiana pode ter o objetivo de fornecer mais proteina para o leite

(Nocek et al.,, 2011). O efeito observado pelo teor de amido sobre a producédo e a
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percentagem de proteina pode estar relacionado ao fornecimento de PFL para as vacas. Existe
uma interacdo entre o teor de amido e 0 uso de PFL sobre a producdo de proteina no leite.

Hristov et al.(2010) citaram um incremento no efeito do PFL quando esta foi
associada a dietas com alto amido e isso pode ser observado no presente estudo, visto que
quando se associou PFL com o alto teor de amido, houve aumento no fluxo de proteina
microbiana para 0 omaso. Esse aumento da proteina microbiana aumenta o aporte de
aminodcidos para o intestino e isso pode aumentar a proteina no leite, além do peso corporal
e do escore de condi¢do corporal. Segundo Erasmus et al. (1992), o fornecimento de PFL
aumentou o fluxo duodenal de metionina de 41 para 58 g/d, o que pode favorecer a sintese de
proteina no leite, pois a metionina é um aminoacido limitante no metabolismo dos ruminantes
(Schwab et al., 1992).

Outro efeito da inclusdo de PFL na dieta de vacas de leite reportado por AlZahal et al.
(2014), foi o aumento na producdo de &cido propibnico na fermentacdo ruminal. O
propionato é um importante precursor de lactose no leite e 0 seu aumento no rumen pode
estar diretamente ligado a uma maior producédo de lactose. Isso pode explicar o aumento na

producéo de lactose observado.

Digestibilidade aparente
O fornecimento de PFL para as vacas aumentou a digestibilidade aparente da proteina
bruta. Este resultado esta de acordo com os dados reportados por Miller-Webster et al.
(2002)e Fortina et al. (2011) que observaram aumento da digestibilidade da proteina bruta de
vacas com inclusdo de PFL comparado ao controle. Miller-Webster et al. (2002) também
citam que ndo houve efeito doPFL sobre nenhum dos outros coeficientes de digestibilidade.
Foi observado que ao contrario do PFL, o aumento no teor de amido reduziu a

digestibilidade da MO, FDN, FDA e MS. Esses resultados entdo de acordo com Sarwar et al.
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(1992), que observaram reducéo na digestibilidade da MO e do FDN em vacas que receberam
uma dieta com 35% de carboidratos ndo fibrosos comparado com vacas com uma dieta com
25% de carboidratos ndo fibrosos. Segundo os autores, isso aconteceu porque houve redugao
no pH ruminal devido ao maior teor de amido na dieta. Esse efeito sobre o pH ruminal
também foi observado no presente estudo. Quando se aumenta o nivel de grdos na dieta, se
aumenta a densidade energética, a producdo de acidos pela fermentacdo de carboidratos ndo
estruturais e com isso, pode-se ultrapassar a capacidade tamponante do rimen. Quando o pH

ruminal comeca a reduzir, a degradagdo da fibra também reduz (Sarwar et al., 1992).

Digestibilidade ruminal e fluxo omasal de nitrogénio

A reducdo na digestibilidade ruminal da FDN est4d de acordo com os resultados
reportados por Agle et al. (2010). Segundo estes autores, que testaram dietas contendo 52 vs.
72% de concentrado, 0s animais que receberam o alto nivel de concentrado apresentaram
digestibilidade ruminal do FDN inferior aos animais que receberam 52% de concentrado na
dieta. A alta concentracdo de glicose no rimen esta relacionada a reducéo na digestéo da fibra
pelas bactérias através da producdo de compostos inibitorios, principalmente &cido lactico.

O fluxo omasal apresentou um aumento na quantidade de proteina microbiana na
interagdo entre amido e PFL e o maior valor foi observado quando se associou o PFL com
alto teor de amido. Estes resultados estdo de acordo com os observados por Erasmus et al.
(1992) que reportam que o N microbiano representou 56 e 47% do N ingerido em vacas com
PFLe controle, respectivamente. Segundo os autores o aumento no fluxo de N ndo alimentar
nos animais que receberam PFL ocorreu devido & maior eficiéncia na sintese de proteina
microbiana. O PFL estimula a atividade microbiana e, com isso, mais N alimentar foi

incorporado dentro da fragdo microbiana. Fungos e cultura de leveduras podem afetar o fluxo
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de proteina originado no rumen e, provavelmente, o que ocorre devido a mudangas no
namero e na atividade da popula¢do microbiana do rimen (Erasmus et al., 1992).

Os PFL fornecem vaérios fatores de crescimento, pré-vitaminas e/ou micronutrientes
que estimulam o crescimento das bactérias ruminais (Allen e Ying et al., 2012). Todas estas
caracteristicas que os PFL demonstram sobre o ambiente e as bactérias ruminais, associadas
com a disponibilidade de energia e esqueletos de carbono oriundos do alto teor de amido na
dieta, estimulam o crescimento da microbiota ruminal. Porém, tal fato ndo foi observado para

o tratamento PFL (Tabela 4).

Nitrogénio amoniacal e pH ruminal

O alto teor de amido da dieta tendeu a reduzir a concentragdo de N amoniacal no
rimen, comparado ao tratamento com baixo teor de amido na dieta. Esse resultado esta de
acordo com Agle et al. (2010). Os autores reportam que a provisdo de carboidratos
fermentaveis pode reduzir a producdo de aménia por reduzir a deaminagdo e melhorar a
captura microbiana de aminoécidos livres ou melhorar a captura microbiana da amoénia livre
no ramen.

Né&o foi observado efeito do PFL e do teor de amido sobre o pH ruminal antes do
desafio. Entretanto, houve interagéo significativa entre PFL e amido, ficando o grupo com
PFL e com alto amido na dieta como o valor mais elevado de pH ruminal médio (Tabela 5).
Autores atribuem esse resultado ao efeito que os PFL tém na estimulacdo de bactérias
utilizadores de acido lactico. Essa acdo poderia resultar em uma reducdo na concentragdo de
acido lactico e assim, aumentar o ponto minimo do pH diério, resultando em uma maior

estabilidade do ambiente ruminal (Nisbet e Martin, 1991, Callaway e Martin, 1997).
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Metabolitos do plasma

Foi observada uma tendéncia de reducéo da haptoglobina plasmatica nas vacas que
receberam PFL e dietas com alto teor de amido. A haptoglobina é uma proteina de fase aguda
que é liberada por macrdéfagos em situagdes de estresse tecidual, principalmente em processos
inflamatorios e infeccbes (Murata et al., 2004, Lomborg et al., 2008). Essa reducéo da
haptoglobina indica que o PFL foi eficiente em manter um ambiente ruminal estavel e isso
pode ter ocorrido principalmente pelo pH mais elevado nas vacas tratadas com PFL (Tabela

5).

Depois do desafio

Apos o desafio a acidose subclinica, os resultados observados foram praticamente os
mesmos dos observados durante o periodo pré-desafio. Esses dados indicam que o desafio
ndo foi capaz de provocar mudancas no desempenho produtivo das vacas.

Destaca-se que o pH passou a ter efeito do teor de amido apds o desafio. Foi
observado que o alto teor de amido reduziu o pH ruminal comparado ao tratamento contendo
baixo teor de amido. Este resultado est4 de acordo com Agle et al. (2010)que compararam
dietas com diferentes niveis de carboidratos em vacas de leite. Alta quantidade de
carboidratos prontamente degraddveis aumenta a fermentacéo ruminal e a produgdo de AGV
e cido lactico, que tendem a baixar o pH no ramen.

O N amoniacal também sofreu efeito do teor de amido no dia do desafio e nos dias
seguintes. As vacas que receberam alto teor de amido tiveram menor concentragdo de N
amoniacal no rimen que as vacas com baixo teor de amido na dieta. Esses resultados também
foram observados por Agle et al. (2010). A disponibilidade de carboidratos no rdmen
determina a taxa de crescimento microbiano no rimen e a eficiéncia da utilizacdo da aménia

(Allen e Ying, 2012). Se a energia é limitante, 0s microrganismos ruminais degradam as
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proteinas alimentares formando amonia e a captagdo de aménia é suprimida (Hristov et al.,
2010). Os carboidratos fermentaveis podem reduzir a producdo de amdnia (por reduzir a
deaminacdo e melhorar a captura microbiana de aminoacidos livres) ou por melhorar a

captacdo microbiana da aménia livre no rimen (Hristov et al., 2005).

CONCLUSAO

Alimentacdo com alto teor de amido na dieta (29%) de vacas em lactagéo reduz o pH
ruminal e a digestibilidade ruminal e verdadeira da FDN, mas esses efeitos negativos sobre a
digestibilidade podem ser atenuados com o fornecimento doproduto da fermentagdo de
leveduras (PFL) na dieta. Esta combinagdo entre a dieta com alto teor de amido e PFL
também aumenta o fluxo de proteina microbiana para o omaso. Estas duas caracteristicas
podem confirmar que a associacdo entre alto teor de amido e PFL mostra-se eficiente na
estabilidade do ambiente ruminal, aumentando o pH ruminal. O fornecimento diario de PFL
na dieta proporciona aumento na producdo de leite e na producdode gordura, proteina e

lactose no leite.
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Tabela 1. Composigdo dos ingredientes das ragcdes completas e composi¢do nutricional das

dietas de alto e baixo amido

Dieta
Baixo Amido Alto Amido

Ingrediente, % MS
Silagem de milho 39,1 32,7
Silagem de triticale 10,9 9,1
Milho moido fino 11,7 21,7
Casca de soja 12,0 11,6
Polpa citrica 4.4 3,6
Semente de girassol integral 4.4 3,6
Farelo de soja, extracdo com solvente 8,7 9,7
Farelo de soja, processo térmico 4,4 3,6
Premix mineral-vitamino-proteico 44 4.4
Nutrientes, Base na MS

EL., Mcal/kg 1,56 1,59

Matéria organica, % 93,2+0,3 93,5+0,3

Proteina bruta, % 146+ 0,6 146+05

Amido, % 232+17 29,0+1,2

Carboidratos nao fibrosos, % 36,6 +1,3 403+ 1,1

Fibra em detergente acido, % 21,7+0,7 195+0,6

Fibra em detergente neutro, %

Total 38,1+1,0 32,9+0,8
Forragem 21,0+0,1 17,0+0,9

Extrato etéreo, % 3,9+0,1 3,7+0,1

EL, = Energia liquida de lactacdo
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Tabela 2. Composicédo nutricional e elementos ativos do produto da fermentagéo de levedura

(Rumen Yeast)

Nitrogénio ndo proteico % 0,2
Extrato etéreo % 0,1
Fibra bruta % 0,9
Carboidratos % 40,0
Cinzas % 7.0
Nutrientes digestiveis totais % 77,9
Energia digestivel kcal/kg 3.432
Densidade g/L 500,0
Analise Bromatoldgica

Contagem de cel. Inativas Bilhdes de cél/g Minimo 15
Umidade % Maximo 8,0
Proteina bruta % Minimo 35,0
Mananoligossacarideos % Minimo 15,0
B-glucanos % Minimo 25,0
Anélise Microbiolbgica

Contagem total de placa UFCl/g Méaximo 15.000
Coliformes totais NMP/g Méaximo 10
Coliformes fecais NMP/g - Ausente
E. coli UFCl/g - Ausente
Leveduras e fungos UFCl/g Méaximo 100
Salmonella /259 - Ausente

UFC/g — Unidades formadoras de col6nia por grama

NMP/g — NUmero mais provavel por grama
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Tabela 3. Efeito da incluséo do produto da fermentacdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre o desempenho produtivo, peso
corporal e composicéo do leite de vacas lactantes

Tratamento
Controle PEL? P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PFL! Amido®  PFL x A®

Ingestdo MS, kg/d 22,6 22,7 22,9 22,8 0,7 0,71 0,99 0,99
Leite, kg/d 26,5 26,2 28,4 30,9 0,9 0,01 0,28 0,20
LCG 3,5%, kg/d 26,4 26,8 30,1 30,5 1,3 0,03 0,77 0,98
LCG/IMS 1,17 1,19 1,32 1,34 0,04 0,01 0,63 0,99
Peso corporal, kg 583,0 588,8 590,3 606,3 57 0,07 0,10 0,41
Gordura do leite

% 3,54 3,65 3,93 3,46 0,12 0,45 0,19 0,05

Producdo, kg/d 0,92 0,95 1,10 1,06 0,06 0,04 0,92 0,57
Proteina do leite

% 3,17 3,27 3,19 3,35 0,03 0,15 0,05 0,29

Producdo, kg/d 0,83 0,85 0,90 1,03 0,02 0,01 0,02 0,08
Lactose do leite

% 4,79 4,75 4,78 4,79 0,05 0,74 0,70 0,67

Producéo, kg/d 1,27 1,25 1,36 1,48 0,05 0,02 0,38 0,20
EL. do leite

Mcal/kg 0,70 0,71 0,73 0,70 0,01 0,28 0,37 0,06

Mcal/d 18,3 18,6 20,7 21,4 0,8 0,02 0,54 0,79

'PFL. = Efeito do produto da fermentacéo de levedura

2Amido = Efeito do teor de amido

%PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido
LCG 3,5% = Leite corrigido para 3,5% de gordura; calculado segundo NRC (2001)

EL. = Energia liquida de lactacdo; calculado segundo NRC (2001)
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Tabela 4. Efeito da inclusdo do produto da fermentacdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre a digestibilidade total e

ruminal e fluxo omasal de nitrogénio dos elementos alimentares em vacas lactantes

Tratamento
Controle PEL? P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PFL! Amido? PFL x A’

Digestibilidade total, %

MS 71,7 70,2 72,5 70,7 0,7 0,38 0,06 0,77

MO 73,5 72,0 74,3 72,7 0,5 0,16 0,02 0,96

PB 68,7 67,1 69,3 70,6 0,01 0,03 0,86 0,09

FDN 60,6 55,9 61,8 57,5 1,7 0,45 0,04 0,92

FDA 57,2 52,8 58,0 50,5 2,2 0,74 0,04 0,50

Amido 95,8 97,1 94,8 95,3 0,8 0,11 0,30 0,65
Digestibilidade ruminal, %

MO 53,2 53,8 56,5 56,0 0,02 0,18 0,96 0,77

FDN 60,5 46,2 56,7 56,0 0,02 0,21 0,01 0,02
Fluxo omasal de PB, kg/d

Total 3,23 3,28 3,40 3,65 0,30 0,39 0,63 0,75

Microbiano 1,89 1,83 1,72 2,01 0,09 0,96 0,24 0,09

I PFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura

2Amido = Efeito do teor de amido

¥ PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido

MS = Matéria seca

MO = Matéria organica

PB = Proteina bruta

FDN = Fibra em detergente neutro
FDA = Fibra em detergente &cido
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Tabela 5. Efeito da inclusdodo produto da fermentacao de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre o nitrogénio amoniacal e o pH
do rimen

Tratamento
Controle PEL? P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PFL! Amido® PFL x A®
Ramen
N amoniacal, mg/dL 8,82 6,54 7,84 6,76 0,74 0,63 0,06 0,45
pH 6,34 6,02 6,22 6,41 0,12 0,17 0,44 0,04

'PFL= Efeito do produto da fermentacéo de levedura
2Amido = Efeito do teor de amido
¥ PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido
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Tabela 6. Efeito da inclusdo do produto da fermentagdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre os metabolitos plasméticos em

vacas lactantes

Tratamento
Controle PFL! P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PEL? Amido? PFL x A®
Glicose, mg/dL 62,4 64,1 65,3 67,0 1,99 0,17 0,40 0,99
AGNE, mM 0,123 0,101 0,120 0,125 18,6 0,55 0,64 0,47
N ureico, mgdL 8,83 9,18 9,45 9,95 5,29 0,07 0,24 0,82
Haptoglobina, DO 0,039 0,081 0,039 0,035 0,01 0,08 0,14 0,08

I PFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura

2Amido = Efeito do teor de amido

¥ PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido
AGNE = Acidos graxos ndo esterificados

DO = Densidade Optica
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Tabela 7. Efeito da inclusdo do produto da fermentacdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre o desempenho produtivo, peso
corporal e composi¢do do leite de vacas lactantes apds o desafio a acido ruminal subclinica

Tratamento
Controle PEL? P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PFL! Amido®  PFL xA®

Ingestdo MS, kg/d 22,8 22,1 22,5 24,0 0,81 0,20 0,51 0,10
Leite, kg/d 27,4 27,2 29,1 31,1 1,47 0,004 0,18 0,11
LCG 3,5%, kg/d 27,6 26,4 29,6 30,7 0,63 0,001 0,88 0,11
LCG/IMS 1,21 1,20 1,32 1,28 0,04 0,03 0,47 0,68
Peso corporal, kg 585,8 594,3 594,3 604,3 23,0 0,22 0,22 0,92
Gordura do leite

% 3,58 3,36 3,67 3,43 0,33 0,55 0,14 0,93

Producdo, kg/d 0,97 0,90 1,05 1,06 0,05 0,01 0,43 0,32
Proteina do leite

% 3,19 3,26 3,22 3,34 0,21 0,42 0,21 0,72

Producdo, kg/d 0,87 0,88 0,93 1,03 0,04 0,02 0,12 0,21
Lactose do leite

% 4,85 4,78 4,81 4,84 0,05 0,77 0,64 0,27

Producdo, kg/d 1,33 1,30 1,40 1,50 0,08 0,008 0,34 0,09
EL. do leite

Mcal/kg 0,70 0,68 0,71 0,70 0,04 0,37 0,19 0,86

Mcal/d 19,2 18,4 20,6 21,6 0,52 0,003 0,78 0,11

I PFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura

>Amido = Efeito do teor de amido

¥ PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido
LCG 3,5% = Leite corrigido para 3,5% de gordura

EL. = Energia liquida de lactacéo
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Tabela 8. Efeito da inclusdo do produto da fermentacdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre o nitrogénio amoniacal e o pH

do rumen ap0s o desafio a acido ruminal subclinica

Tratamento
Controle PFL* P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PFL' Amido®  PFL x A®

Dia do desafio

N amoniacal, mg/dL 6,11 4,59 6,65 4,21 0,71 0,92 0,02 0,57
pH 6,28 6,04 6,36 6,08 0,11 0,58 0,03 0,84
Dias seguintes ao desafio

N amoniacal, mg/dL 6,76 491 6,33 4,70 0,79 0,69 0,06 0,90

I PFL = Efeito do produto da fermentacéo de levedura
Amido = Efeito do teor de amido

¥ PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido
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Tabela 9. Efeito da inclusdo do produto da fermentagdo de levedura em dietas de baixo e alto teor de amido sobre os metabolitos plasméticos em

vacas lactantes antes do desafio a acidose ruminal subclinica

Tratamento
Controle PFL! P
Baixo Alto Baixo Alto SEM PEL? Amido? PFL x A®
Glicose, mg/dL 62,0 62,1 62,8 64,7 1,66 0,34 0,57 0,61
AGNE, mM 0,098 0,092 0,094 0,096 7,88 0,96 0,77 0,65
N ureico, mg/dL 8,9 8,2 8,7 8,6 0,67 0,82 0,46 0,56
Haptoglobina, DO 0,032 0,064 0,029 0,035 0,01 0,15 0,10 0,22

1 PFL' = Efeito do produto da fermentacao de levedura

2Amido = Efeito do teor de amido

¥ PFL x A = Efeito da interacdo entre o produto da fermentacéo de levedura e o teor de amido
AGNE = Acidos graxos ndo esterificados

DO = Densidade Optica
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Figura 1. Variagdo do pH ruminal durante 24 h de vacas em lactacdo com incluséo do produto da fermentacdo de levedura ou ndo (A) em
dietas de baixo e alto teor de amido (B).



85

Controle
Levedura

Alto amido
Baixo amido

e

oo

=
]
@
co
=]

pH ruminal

oo oo oo ooo oo o

30 00 M= 0 W e 00N T O OF 00 M= D W our

— N OO OO — N 0D

A E R . 1 — i—
Minutos apos o desafio Minutos apos o desafio

Figura 2. Variagéo do pH ruminal durante 24 h de vacas em lactacdo com incluséo do produto da fermentacdo de levedura ou ndo (A) em
dietas de baixo e alto teor de amido (B) apds o desafio a acidose ruminal subclinica.
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CONSIDERACOES FINAIS

A alimentacdo com dietas com altas proporcfes de racdo concentrada € muito
utilizada em rebanhos com animais de alto teor de producéo de leite. O fornecimento
deste tipo de dieta, aumenta muito o risco de acidose ruminal subclinica, o que pode
provocar inimeros problemas como reducdo na ingestdo de alimento, da producéo de
leite e depressdo da gordura do leite.

Produtosda fermentacdo de leveduras (PFL) sdo fornecidos na dieta de vacas
leiteiras e tém sido eficientes na reducgéo dos efeitos provocados pela acidose ruminal,
segundo diversos trabalhos encontrados na literatura.

A incluséo do produto da fermentacdo da Saccharomyces cerevisiae mantém o
pH ruminal mais elevado em vacas que recebem alta quantidade de amido na dieta.
Esse efeito sobre o pH ruminal é responsavel pela melhoria do ambiente ruminal, que
torna o rimen mais favoravel ao crescimento e fermentagdo das bactérias ruminais.

Este efeito sobre o pH ruminal ocorre em razdo do aumento no numero de
bactérias que utilizam o acido lactico do ramen como substrato. Com maior numero
dessas bactérias presente no rdmen, maior serd a captura do &cido l4ctico livre no
ambiente e maior o pH ruminal. Com um pH mais alto, ocorre também aumento das
bactérias celuloliticas e com isso, aumento da digestdo da FDN e da proteina bruta
alimentar o que aumenta a utilizagdo dos nutrientes alimentares tanto pelos
microrganismos no rimen quando pelo ruminante.

Como ocorre aumento no nimero de bactérias do rimen dos animais que
recebem o PFL na dieta, isso implica em maior quantidade de proteina microbiana que
é absorvida pelo animal a nivel intestinal. A interagdo entre o fornecimento dePFL para

vacas alimentadas com dietas com alto teor de amido proporciona melhor efeito nesta
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producdo de proteina microbiana, pois as bactérias também precisam que energia
disponivel para aumentar a taxa de crescimento em uma condi¢do favoravel de
crescimento que é ocasionada pelos efeitos da inclusdo de PFL.

Com a maior digestibilidade da FND, maior producéo de cidos graxos voléteis,
maior producdo de proteina de origem microbiana e um pH ruminal mais elevado e
favordvel a fermentacdo microbiana, a producdo de leite e dos componentes do leite
como proteina, gordura e lactose também aumentam nas vacas que recebemPFL na
dieta.

A inclusdo do produto da fermentagdo da Saccharomyces cerevisiae na
alimentacdo das vacas leiteiras em lactacdo € eficiente para atenuar os efeitos deletérios
do fornecimento de dietas com alto teor de amido e aumenta o desempenho produtivo

destes animais.



