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RESUMO

Foram conduzidos dois experimentos: No experimento 1, objetivou-se de avaliar o

efeito de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio e do bagaco de malte seco
sobre o desempenho, composicdo e qualidade do leite. Foram utilizadas oito vacas da
raca Holandés, distribuidas em quadrado latino 4 x 4 replicado. Os tratamentos foram
em esquema fatorial 2 x 2: sem ou com incluséo de bagaco de malte seco x com ou sem
adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio. A levedura foi fornecida
uma vez ao dia na quantidade de 15 g e era composta pela cepa CNCM 1-1077,
contendo 1,0 x 10° UFC/g e 200 mg de selénio/kg. A levedura ndo influenciou na
ingestdo e digestibilidade dos nutrientes. Vacas que receberam as dietas contendo
bagaco de malte ingeriram menor quantidade diaria de matéria seca (MS), proteina
bruta (PB), carboidratos ndo fibrosos (CNF) e nutrientes digestiveis totais (NDT), e
maior quantidade de extrato etéreo (EE) e fibra em detergente neutro (FDN) (P<0,05).
Dietas contendo bagaco de malte apresentaram digestibilidade da MS e CNF inferiores
em relacdo as dietas sem esse ingrediente (P<0,05). A levedura ndo influenciou os
parametros sanguineos, entretanto a ureia sanguinea apresentou interacao entre bagaco e
levedura, sendo que vacas alimentadas com bagaco de malte apresentaram maiores
concentracfes em relacdo as vacas alimentadas sem bagago ou sem bagago, mas com
levedura (P<0,05). Vacas que receberam dieta sem bagaco de malte com levedura
apresentaram maior producéo de proteina microbiana do que as alimentadas apenas com
bagaco de malte (P<0,05). A Saccharomyces cerevisiae selenizada ndo teve efeito para
a producdo, composicao e estabilidade oxidativa do leite. A incluséo de bagaco de malte
reduziu a producdo de leite corrigida para energia, o teor de gordura, proteina, caseina e
solidos totais do leite (P<0,05) e aumentou as concentracGes de nitrogénio ureico e

dienos conjugados do leite (P<0,01). Desse modo, conclui-se que a utilizagdo de
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Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio ndo melhorou a producéo e a
estabilidade oxidativa do leite e a inclusdo de bagaco de malte seco reduziu a ingestdo
de energia, a producdo de leite corrigida e os teores de gordura e proteina do leite. No

experimento 2, objetivou-se avaliar o efeito da Saccharomyces cerevisiae enriquecida

com selénio sobre a ingestdo e digestibilidade dos nutrientes e nos parametros de
fermentagdo ruminal de bovinos alimentados com dietas contendo bagago de malte
seco. Foram utilizados quatro bovinos mestigos, castrados e providos de canula ruminal.
Os animais foram distribuidos em um quadrado latino 4 x 4. Os tratamentos testados e a
quantidade de levedura fornecida foram os mesmos descritos para o experimento 1. O
de bagaco de malte e a levedura ndo apresentaram efeito para a ingestdo da MS, PB, EE,
FDN e NDT. Bovinos alimentados com bagaco de malte ingeriram menores
quantidades diarias de CNF (P<0,01). A adicdo de Saccharomyces cerevisiae ndo
melhorou a digestibilidade da MS e dos nutrientes, entretanto, as dietas com bagaco de
malte apresentaram digestibilidade da MS (P<0,05) e CNF (P<0,01) inferiores. A
utilizacdo de bagaco de malte reduziu a populacdo de protozoarios dos géneros
Entodinium (P<0,05) e Isotricha (P<0,01). Os valores de pH ndo foram influenciados
pelo bagaco e pela levedura. As concentracdes de nitrogénio amoniacal (N-NHs)
apresentaram interacdo entre tempo e o bagago de malte (P<0,05), sendo que as duas
horas, apds a alimentacdo, as concentragdes de N-NH3 ruminal foram menores para 0s
animais alimentados com bagaco. As concentracdes ruminais de acetato, propionato e
butirato ndo foram influenciadas pelo bagaco de malte e levedura, no entanto, bovinos
que receberam dietas com o subproduto cervejeiro apresentaram menor producdo de
acidos graxos volateis totais (P<0,05). Desse modo, conclui-se que a utilizacdo de
levedura na dieta de bovinos ndo influenciou na digestibilidade dos nutrientes e o0s
parametros de fermentacdo ruminal, enquanto que a inclusdo de bagaco de malte ndo
interferiu na ingestdo de nutrientes digestiveis totais e nas concentracdes de acetato,
propionato e butirato.

Palavras-chave: aditivo, levedura, selénio, subproduto cervejeiro
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ABSTRACT

Two experiments were conducted: Experiment 1 aimed to evaluate the effect of
selenium-enriched Saccharomyces cerevisiae and dried malt bagasse on performance,
composition and quality of milk. Eight Holstein cows were distributed in a 4 x 4
replicated Latin square. The treatments were in a 2 x 2 factorial scheme: with or without
the inclusion of dried malt bagasse x with or without the addition of selenium-enriched
Saccharomyces cerevisiae. Yeast was supplied once daily in the amount of 15 g and
was composed of strain CNCM 1-1077 containing 1.0 x 109 CFU/g and 200 mg
selenium/kg. Yeast did not affect nutrient intake and digestibility. Cows that received
diets containing malt bagasse ingested a lower daily amount of dry matter (DM), crude
protein (CP), non-fibrous carbohydrates (NFC) and total digestible nutrients (TDN) and
a higher amount of ethereal extract (EE) and neutral detergent fiber (NDF) (P<0.05).
Diets containing malt bagasse presented lower DM and NFC digestibility than diets
without this ingredient (P<0.05). Yeast did not influence the blood parameters, however
the blood urea had interaction between malt bagasse and yeast, wherein cows fed malt
bagasse had higher concentrations in relation to cows fed without malt bagasse or
without malt bagasse with yeast. Cows that received diets without malt bagasse with
yeast had higher microbial protein production than those fed only malt bagasse
(P<0.05). Selenized Saccharomyces cerevisiae had no effect on milk production,
composition and oxidative stability. The inclusion of malt bagasse reduced energy,
corrected milk production, milk fat, protein, casein and total solids content (P<0.05),
and increased concentrations of milk urea, nitrogen and conjugated (P<0.01). Thus, it is
concluded that the use of selenium-enriched Saccharomyces cerevisiae did not improve
milk production and oxidative stability and the inclusion of dried malt bagasse reduced
energy intake, corrected milk production and fat and protein contents of milk.
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Experiment 2, aimed to evaluate the effect of selenium-enriched Saccharomyces
cerevisiae and malt bagasse on nutrient intake and digestibility and ruminal
fermentation parameters of cattle fed diets containing dried malt bagasse. Four
ruminally cannulated crossbreed steers were distributed in a 4 x 4 Latin square. The
treatments tested and the amount of yeast supplied were the same described for
experiment 1. Malt bagasse and yeast had no effect on DM, CP, EE, NDF and TDN
intakes. Animals fed with malt bagasse had lower NFC intake (P<0.01). The addition of
Saccharomyces cerevisiae did not improve the DM and nutrients digestibility, however,
diets with malt bagasse had lower DM (P<0.05) and NFC digestibility (P<0.01). The
use of malt bagasse reduced the protozoa population of the genus Entodinium (P<0.05)
and Isotricha (P<0.01). Ruminal pH was not influenced by bagasse and yeast.
Ammoniacal nitrogen (NHz-N) concentrations showed interaction between time and
malt bagasse (P<0.05), wherein at two hours after feeding, ruminal NH3-N
concentrations were lower for animals fed with bagasse. Ruminal concentrations of
acetate, propionate and butyrate were not influenced by malt bagasse and yeast,
however, animals fed diets with brewer by-product had lower total volatile fatty acids
production (P<0.05). Thus, it was concluded that the use of yeast in the cattle diet did
not influence nutrient digestibility and ruminal fermentation parameters, while the
inclusion of malt bagasse did not interfere on the total digestible nutrients intake and on

the acetate, propionate and butyrate concentrations.

Key words: additive, yeast, selenium, brewer by-product



I. INTRODUCAO

O bagaco de malte é um subproduto cuja origem provém da filtracdo do mosto
cervejeiro, sendo, portanto composto de residuos da cevada maltada ou de cereais
adjuvantes que ndo se solubilizaram durante a fabricagdo da cerveja (Gupta et al., 2010).
Dentre as possibilidades de utilizacdo do bagaco de malte, a introdugdo deste na
alimentacdo de bovinos leiteiros, € uma das alternativas mais interessantes, pois gera
reducdo de custos com alimentacdo do rebanho, reduz a dependéncia por alimentos
convencionais como o farelo de soja e milho, contribui para a sustentabilidade dos
sistemas de producdo e auxilia as industrias a destinar adequadamente seus rejeitos, 0
que reduz a poluicdo ambiental.

Esse subproduto pode ser introduzido na alimentacdo de bovinos leiteiros,
entretanto, a limitacdo na utilizacdo do bagaco de malte se deve ao seu elevado
contetdo de fibras que pode comprometer a ingestdo de matéria seca (MS) da dieta,
devido aos efeitos de enchimento fisico do rimen (Faccenda et al., 2017; Younker et al.,
1998). Assim, a associacdo do bagaco de malte com a levedura Saccharomyces
cerevisiae pode se tornar interessante, uma vez que estas proporcionam aumento no
ndmero de bactérias celuloliticas do ramen (Mosoni et al., 2007) que promovem
melhorias na digestibilidade da fibra (Marden et al., 2008). Além disso, quando
enriquecida com selénio, as leveduras podem promover beneficios na qualidade do leite
(Moeini et al., 2009), devido a reducgéo na peroxidacéo lipidica.

Desse modo, considerando que a utilizacdo de bagaco de malte na alimentacéo de
bovinos leiteiros traz beneficios tanto para a cadeia leiteira, quanto para a industria
cervejeira, é necessario avaliar diferentes estratégias de uso para esse subproduto a fim
de maximizar seu aproveitamento pelos animais e aumentar seu potencial de utilizacao.

Estudos que avaliaram o efeito das leveduras vivas em dietas contendo bagaco de malte
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sdo escassos, 0 que justifica a realizacdo de pesquisas em bovinos leiteiros com esse

proposito.

1.1 A industria cervejeira e a geracao de seus subprodutos

A industria da cerveja esta consolidada pelo mundo devido a globalizacdo do
mercado e as fusdes de grandes cervejarias. A producdo mundial de cerveja é liderada
pela China, tendo os Estados Unidos, na segunda posi¢do. O Brasil ocupa o terceiro
lugar no ranking, tendo produzido 14 bilhdes de litros de cerveja em 2016 (CervBrasil,
2016).

A cerveja é definida como uma bebida alcodlica produzida pelo processo
fermentativo do malte de cevada, podendo parte desse malte ser substituido por outros
cereais maltados ou ndo (Brasil, 2009), tais como milho, arroz, sorgo, aveia, centeio,
milheto e trigo (Geron et al., 2007; Schwarz e Li, 2010). Dessa maneira, 0 malte de
cevada € a base para qualquer tipo de cerveja, sendo que cervejas classificadas como
puro malte devem conter 100% de malte de cevada, cerveja normais devem conter no
minimo de 50% e cervejas especializadas devem conter no minimo 20% de malte de
cevada e esta deve levar o nome do cereal predominante (Brasil, 2009).

O processo industrial da cerveja segue um fluxograma com vérias etapas de
producdo (Figura 1), gerando além do produto final, diversos subprodutos. A primeira
etapa é a maltagem que visa promover uma alteracdo fisica e bioquimica do gréo,
tornando-o mais friavel (Gupta et al., 2010).

Apo6s o recebimento dos grdos de cevada pela maltaria, esses sdo limpos e
classificados. Os grdos sao imersos em agua com 0 objetivo de aumentar o teor de
umidade do grdo de 12% para aproximadamente 48% (Schwarz e Li, 2010),
desencadeando o processo de germinacdo (Schmitt et al., 2013). Depois de germinado,
0 malte passa pelo cozimento e secagem onde os grdos atingem 4 a 5% de umidade,
finalizando a etapa de maltagem (Schwarz e Li, 2010).

Sequencialmente, o malte é destinado a producdo do mosto cervejeiro. A
laminacdo do malte é realizada por rolos que visa manter as cascas de malte intactas e
reduzir o tamanho de particula do endosperma para extracdo do malte e conversao de
amido em acucares fermentaveis. Na caldeira de mostura, € adicionada uma proporgéo

de &gua e malte laminado os quais sdo aquecidos para favorecer a formagdo de maltose.
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Nesse estagio, ha a producdo de um liquido doce denominado de mosto (Gupta et al.,
2010). A parte insolGvel, composta basicamente das camadas de revestimento que
cobriam o grdo de cevada original, é separada através da filtracdo e denominada de
bagaco de malte (Del Rio et al., 2013).

( Cevada jl
JL
<L
I_IW J ’@D | Moagem/Macerac¢io |
<L
Maltaria
<L
Preparo do
Mosto ‘_‘,:5 :/Bagaco de ™
[ Peneira | \_ Malte )
P Ny8
\ Lipulo ) | Caldeira de fervura |
< l—'
— |:Trub grnssojl
Tl—l;,
(:[.E‘Vt‘(llll’R) ‘:D”Doruﬂs de Fermeutﬂgﬁo‘
<L
| Fwe
I
| Tanque de Maturacio |
Fermentacio | \_,—|7
> (Trubfmo )
T_l\_\/_,
[Tanque de pressurizagio|
T Z
Envase [ Embarrilamento | | Engarrafamento | |
| ~ |
Pasteurizacio
— I H
v
(Cnopp) C‘*Lﬂfv

Figura 1: Fluxograma do processo da producgéo de cerveja. Fonte: Adaptado de Santos e
Ribeiro (2005).
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O mosto filtrado é fervido juntamente com o lGpulo que confere o sabor e 0 aroma
caracteristico a bebida (Mega et al., 2011). A etapa seguinte é a clarificacdo que é
realizada por centrifugacdo que dara origem a outro residuo sélido denominado trub
grosso (Santos e Ribeiro, 2005) composto por proteinas de alta massa molar coagulada
e compostos fendlicos (Mathias et al., 2015).

O estagio seguinte ocorre nas caldeiras de fermentacdo, onde as leveduras sdo
adicionadas (Schwarz e Li, 2010). As leveduras possuem a funcdo de metabolizar os
acucares simples produzidos pela degradacdo do amido e converté-los em alcool e
dioxido de carbono (Gonzalez-Pereyra et al., 2011; Tang et al., 2005). A medida que a
concentracdo de acucar reduz, as leveduras entram na fase estacionéria, comegam a
flocular e sdo removidas através de filtracdo (Schwarz e Li, 2010), gerando um terceiro
residuo denominado de trub fino (Santos e Ribeiro, 2005). A cerveja entdo € maturada,
pressurizada e envasada (Schwarz e Li, 2010).

Dos trés tipos de residuos gerados durante a fabricacdo de cerveja, o bagaco de
malte € o mais abundante, correspondendo a aproximadamente 85% do total de
subprodutos gerados. A cada 100 litros de cerveja produzidos, sdo gerados 20 kg de
bagaco de malte (Reinold, 1997).

1.1.1 Modificagdes do malte e sua influéncia na composi¢do do bagaco

de malte

Os constituintes do bagaco de malte sdo altamente dependentes das modificagdes
fisicas e bioquimicas que ocorreram durante a maltagem. Dessa maneira, para entender
a composi¢do quimica desse subproduto, é necessario compreender a composicao do
cereal base (cevada) e as distintas reacdes enzimaticas ocorridas nos graos destinados a
producdo do malte.

O gréo de cevada é constituido basicamente pela casca, o pericarpo, a camada de
aleurona, endosperma e embrido. O endosperma ocupa 70% da semente (Pinto, 2013) e
possui parede celular composta por 75% de B-glucanos e 20% de arabinoxilanos (Gupta
et al., 2010). O endosperma é composto majoritariamente por granulos de amido
envolvidos por uma matriz protéica (Pinto, 2013). O amido comp@e cerca de 65% a
68% do grédo integral da cevada (Gupta et al., 2010) e é composto por amilose e a

amilopectina (Kéllman et al., 2015). A matriz proteica € formada por hordeinas e
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glutelinas que representam 37% e 30% do total de proteina, respectivamente. Outras
proteinas como as globulinas (15%) e albuminas (11%) também estdo presentes na
cevada, porém em menores quantidades (Steiner et al., 2011). A cevada contém de 2% a
3% de lipideos livres (Gupta et al., 2010). Dentre os principais acidos graxos destaca-se
0 &cido linoléico com valores entre 10,5% a 12,9% do total de &cidos graxos (Cozzolino
etal., 2014).

1.1.1.1 Degradacéo dos nutrientes durante a maltagem

A degradacéo das paredes celulares do endosperma dos grdos durante a maltagem
¢ em grande parte relacionada a atividade das B-glucanases, que despolimerizam os [-
glucanos (Gupta et al., 2010). Em relacdo aos arabinoxilanos, apenas uma pequena
porcdo de aproximadamente 20% sdo degradados durante a maltagem.

A casca, 0 pericarpo e a parede celular da camada de aleurona ndo sofrem
degradacédo durante a maltagem. Dessa forma, o bagaco de malte consiste basicamente
dessas camadas que cobriam o grdo de cevada: casca, pericarpo e paredes das células de
aleurona vazias (Mussato et al., 2006). Esse subproduto apresenta valores de fibra em
detergente neutro (FDN) variando de 48,5% a 64,4% (Cabral Filho et al., 2007;
Westendorf et al., 2014). Desse total, 17% a 25% é celulose, 25% a 35% sao
carboidratos ndo celulésicos (Del Rio et al., 2013) compostos na maior parte por
arabinoxilanos e glucanos (Mussato et al., 2006; Robertson et al., 2010) e 5,51% a
19,4% é lignina (Meneses et al., 2013; Westendorf et al., 2014).

A degradacdo das proteinas € mais complexa e envolve um numero elevado de
enzimas. Bamforth (2009) destacou que foram identificadas mais de 40 endopeptidases
no malte além de exopeptidases e carboxipeptidases. Essas enzimas degradam as
proteinas de armazenamento e produzem aminoacidos livres durante a germinagdo. A
degradacdo das proteinas de armazenamento que formam uma matriz em torno dos
granulos de amido afeta diretamente a disponibilidade do amido, pois torna esses
granulos mais expostos ao ataque das enzimas amiloliticas (Steiner et al., 2011).

Levando-se em consideracdo um malte bem modificado, 0 mesmo ira conter
menos da metade da quantidade de hordeinas presentes na cevada original. As glutelinas
ndo sdo quebradas e passam inalteradas para o malte, pois possuem fraca solubilidade

de seus componentes. A fracdo de globulina da cevada dissolve-se durante a formagéo
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do mosto e as albuminas sdo completamente precipitadas durante a fervura (Steiner et
al., 2011).

Diante disso, as proteinas predominantes no bagaco de malte (hordeinas e
glutelinas) séo insoluveis e de baixa degradabilidade ruminal (Clark et al., 1987). O teor
de proteina bruta (PB) pode variar de 14,5% a 33,6% na MS (Del Rio et al., 2013;
Westendorf et al., 2014), sendo que as proteinas soltveis desse subproduto representam
em torno de 8,3% do total de proteinas (Westendorf et al., 2014). Em relacéo ao perfil
aminoacidico, o bagaco de malte possui maior teor de acido glutamico (19,5% da PB),
seguido da prolina (8,73% da PB) e leucina (8,58% da PB). Os teores de lisina e
metionina séo de 3,65% e 2,22% da PB, respectivamente (Westendorf et al., 2014).

A hidrélise do amido ¢ realizada por quatro enzimas, sendo elas a a-amilase, -
amilase, a-glucosidase e dextrinase limite, que atuam na amilose e na amilopectina
(Schmitt et al., 2013). Essas enzimas amiloliticas que desempenham atividade durante a
maltagem também se tornam ativas novamente quando o malte é misturado com a agua
para a formacdo do mosto (Schwarz e Li, 2010). A maior parte do amido de cevada é
removido durante a maceracdo do malte (Gupta et al., 2010), sendo que o bagaco de
malte contém baixa concentragdo desse carboidrato. Reis e Abu-Ghannam (2014)
observaram um teor de 3,3% de amido na MS enquanto Duthie et al. (2015) obtiveram
valor de 2,6%.

Os triglicerideos do grdo de cevada estdo presentes predominantemente no
embrido. A lipase catalisa a hidrélise desses triglicerideos para produzir acidos graxos
livres (Schwarz e Li, 2010). A maioria dos lipideos é removida do mosto e permanece
no bagaco de malte (Bamforth, 2009). O teor de lipidios varia de 5,3% a 9,2% na MS
(Del Rio et al., 2013; Negesse et al., 2009), o que significa um valor duas vezes maior,
em relacdo aos cereais utilizados no malte (Westendorf et al., 2014) e ocorre devido a
remoc¢do da maioria do amido o que, consequentemente, concentra os lipidios (Tang et
al., 2005). Dentre os lipidios identificados no bagaco de malte 67% sdo triglicerideos e
18% sdo acidos graxos livres, sendo 0s mais abundantes os acidos linoleico, palmitico e
oleico (Del Rio et al., 2013). Geron et al. (2007) obtiveram valores de 50,2 g de acido
linoleico, 19,5 g de acido palmitico e 17,9 g de acido oleico por 100 gramas de gordura

ao avaliarem bagaco de malte umido.
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1.1.2 Utilizacdo do bagaco de malte na alimentacéo de ruminantes

O bagaco de malte produzido durante a confecgé@o da cerveja representa 30% dos
grdos de malte inicial utilizado (Del Rio et al., 2013). A composic¢do desse subproduto
sofre variacGes em funcédo das cultivares dos grdos utilizados, tipo de malte, adjuvantes
adicionados ao malte, métodos e tecnologia de fabricacéo e diferentes procedimentos de
recuperacdo de residuos (Celus et al., 2006; Robertson et al., 2010; Westendorf et al.,
2014).

Bradford e Mullins (2012) destacaram que esta variabilidade na composi¢do dos
subprodutos agroindustriais merece atencdo por parte dos nutricionistas, ao incorporar
esses ingredientes nas dietas animais. Além disso, também enfatizaram a limitada
estabilidade de subprodutos imidos, que precisam ser consumidos entre 4 a 10 dias para
evitar deterioracdo e contaminagdo flngica que podem desencadear casos de botulismo
e intoxicacdo por Aspergillus clavatus (Brust et al., 2015). A desidratacdo é um método
de conservacdo que auxilia também na reducdo do volume do produto e diminui os
custos com transporte e armazenamento, entretanto, o alto custo de energia para
desidratacdo faz com que esse processo ndo seja viavel economicamente para as
industrias cervejeiras (Aliyu e Bala, 2011). Além disso, tratamentos a base de processo
térmico tendem a diminuir a disponibilidade da proteina do bagaco de malte (Pereira et
al., 1998). Dessa maneira, a desidratacdo ao sol é uma alternativa que garante a
conservacdo do material, utilizando uma fonte de energia barata e renovavel,
corroborando com Mussato et al. (2006) que destacaram a necessidade de mais esforcos
para encontrar métodos alternativos de secagem economicamente sustentaveis.

A introdugdo do bagago de malte na alimentagdo animal reduz os custos de
producdo (Aliyu e Bala, 2011; Brust et al., 2015) e o impacto ambiental (Cao et al.,
2011) melhorando a sustentabilidade de todo o sistema (Bradford e Mullins, 2012).
Além disso, Negesse et al. (2009) destacaram que a utilizacdo do bagaco de malte deve
ser considerada mesmo que a sua eficiéncia de utilizacdo seja baixa, pois esta pratica
reduz a dependéncia por alimentos convencionais que possuem elevado custo. Estes
autores ainda ressaltaram que estudos para avaliar os potenciais de uso dos subprodutos

em uma variedade de configuracdes sdo necessarias para alcangar melhores resultados.
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1.1.2.1 Efeito na ingestéo e nos parametros metabolicos e digestivos

Uma das dificuldades do uso de ingredientes que ndo sdo forragens na dieta de
ruminantes, mas que contém alta quantidade de fibra, como o bagaco de malte, é definir
uma estratégia adequada de uso, pois seu valor nutritivo é diferente dos alimentos
tradicionais. 1sso ocorre, pois esse subproduto é rico em fibras (48,5% a 64,4%) como
as forragens, mas passa pelo compartimento do rimen de maneira mais rapida como 0s
concentrados. Dessa maneira, é importante considerar que a substituicdo das forragens
por bagaco de malte pode reduzir significativamente o tamanho médio de particula da
dieta (Bradford e Mullins 2012), provocando menor estimulo de mastigacdo e
ruminacéo (Cabral Filho et al., 2007; Firkins et al., 2002).

Por outro lado Younker et al. (1998) observaram que quando o bagaco de malte
seco substituiu o concentrado, a ingestdio de MS diminuiu devido aos efeitos de
enchimento ruminal da forragem combinado ao do bagaco. Redugéo na ingestdo de MS
também foram reportados em outros estudos com vacas em lactacdo que testaram niveis
de 26% de bagaco de malte umido (Johnson et al., 1987), 31,4% de bagaco seco
(Faccenda et al., 2017) e 40% de bagaco prensado na dieta total (Davis et al., 1983).
Entretanto, outros trabalhos que avaliaram niveis inferiores a 31,6% no total de MS néo
obtiveram diferengas para esse parametro (Belibasakis e Tsirgogianni, 1996; Chiou et
al., 1998; Duthie et al., 2015; Firkins et al., 2002; Geron et al., 2010; Imaizumi et al.,
2015; Miyazawa et al., 2007; Polan et al., 1985; Santos et al., 1984; West et al., 1994).

O bagaco de malte pode interferir na microbiota ruminal, e consequentemente,
alterar o padrdo fermentativo da dieta, dependendo da maneira como é incluido na dieta
e do nivel de utilizacdo. Miyazawa et al. (2007) avaliaram a inclusdo de 9,3% de
bagaco de malte Umido para vacas da raca Holandés e ndo observaram efeito na
populacdo de protozoarios do ramen, no entanto, Rogers et al. (1986) destacaram que a
utilizacdo do bagaco de malte tmido aumentou a populacdo de bactérias e protozoarios
ruminais em bovinos da raga Holandés, em relacdo ao bagaco seco.

Quando o bagago de malte nas formas Umida, seca e prensada foi utilizado em
substituicdo ao concentrado, a producdo de propionato reduziu e a concentracdo de
acetato e a relacdo acetato:propionato aumentaram (Davis et al., 1983; Duthie et al.,
2015; Younker et al., 1998). Entretanto, outros trabalhos demonstraram nédo haver

alteracdo na concentracao dos &cidos graxos volateis (AGV) (Aguilera Soto et al., 2007;
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Cozzi e Polan, 1994; Dhiman et al., 2003; Miyazawa et al., 2007; Santos et al., 1984;)
bem como no pH ruminal (Chiou et al., 1998; Dhiman et al., 2003; Geron et al., 2008;
Santos et al., 1984; West et al., 1994).

Em relacdo aos parametros digestivos, Bradford e Mullins (2012) reportaram que
a utilizacdo de subprodutos fibrosos pode reduzir a digestibilidade da dieta quando
utilizado em substituicdo a alimentos concentrados por reduzir o teor de carboidratos
ndo fibrosos (CNF). Silva et al. (2010) obtiveram reducédo linear na digestibilidade da
MS ao substituir gradativamente o concentrado por bagaco de malte imido na dieta de
cabras. Geron et al. (2010) e Faccenda et al. (2017) obtiveram aumento na
digestibilidade da MS de dietas para vacas em lactacdo, utilizando bagaco de malte
ensilado e seco, respectivamente. Todavia, a maioria dos estudos com bagaco de malte
ndo tem apresentado efeito na digestibilidade aparente da MS (Aguilera Soto et al.,
2007; Cabral Filho et al., 2007; Cozzi e Polan 1994; Geron et al., 2008; Rogers et al.,
1986) e da FDN (Aguilera Soto et al., 2007; Cabral Filho et al 2007; Geron et al., 2008;
Silva et al., 2010; Younker et al., 1998).

O aproveitamento da proteina do bagaco de malte pelos ruminantes ocorre em sua
maior parte no intestino, visto que mais de 50% da PB passa pela degradacdo
microbiana no rimen e chega ao intestino sem ser degradada (Clark et al., 1987).
Armentano et al. (1986) e Geron et al. (2007) reportaram que a taxa de degradacdo da
fracdo lentamente degradavel da PB foi menor para o bagaco de malte em relagdo ao
farelo de soja. Isso ocorre, pois para a degradacdo ruminal da proteina é preciso que
inicialmente aconteca a hidroélise das ligaces peptidicas para posterior desaminagdo dos
aminoacidos. Todavia, a quebra das ligacGes peptidicas parece ser o passo limitante
para a degradacdo das proteinas do bagaco de malte, pois este subproduto contém
principalmente proteinas do tipo hordeinas e glutelinas que possuem baixa solubilidade
no fluido ruminal e sdo menos acessiveis pelas enzimas proteoliticas devido as ligacdes
dissulfeto de sua estrutura (Clark et al., 1987).

No entanto, apesar da baixa degradabilidade, a digestibilidade intestinal da
proteina do bagago de malte umido foi elevada chegando a 75,8% em ensaio in vitro
(Geron et al., 2007). Santos et al. (1984) compararam dietas com incluséo de 31,6% de
bagaco de malte imido e obtiveram reducdo na digestibilidade da PB em relacdo a dieta
com farelo de soja, mas ndo observaram efeito na digestibilidade dos aminoacidos
essenciais. Alguns trabalhos com bagaco de malte na alimentacdo de ruminantes

reportaram acréscimos na digestibilidade da PB (Cabral Filho et al., 2007; Faccenda et
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al., 2017; Geron et al., 2010; Rogers et al., 1986), enquanto outros ndo obtiveram
diferencas (Aguilera Soto et al., 2007; Geron et al., 2008).

Polan et al. (1985) destacaram que a inclusédo de bagaco de malte seco reduziu a
concentracdo de nitrogénio amoniacal do ridmen e da ureia plasmatica em relacdo a
dietas com farelo de soja, porém mesmo com essa reducdo, a concentracdo de
nitrogénio amoniacal apresentou valores 10,4 mg/dL o que esta acima do minimo
preconizado para maximizar a sintese microbiana. Resultados divergentes foram obtidos
por Aguilera Soto et al. (2007) e Cabral Filho et al. (2007) que observaram aumento no
nitrogénio amoniacal do rimen com a utilizagdo de bagaco de malte imido na dieta de
ovinos. Para vacas em lactacdo, a maioria dos estudos ndo apresentaram efeito desse
subproduto na concentracdo de nitrogénio amoniacal ruminal (Chiou et al., 1998; Cozzi
e Polan, 1994; Santos et al., 1984; West et al., 1994), de ureia plasmatica (Belibasakis e
Tsirgogianni, 1996; Imaizumi et al., 2015; Miyazawa et al., 2007), de nitrogénio ureico
do leite (Dhiman et al., 2003; Faccenda et al., 2017; Geron et al., 2010) e na eficiéncia

de sintese microbiana (Faccenda et al., 2017; Santos et al., 1984;).

1.1.2.2 Efeito na producéo e composicao do leite

Alteracdes na producdo de leite com o uso de bagaco de malte sdo divergentes.
Em cenérios onde a dieta inicial é rica em carboidratos altamente fermentaveis, a
substituicdo de concentrados por subprodutos fibrosos pode melhorar a producéo e a
gordura do leite (Bradford e Mullins, 2012). Além disso, Clark et al. (1987) destacaram
gue a metionina e a lisina sdo os aminoacidos mais limitantes para a producao leiteira e
que o uso simultaneo de bagaco de malte e farelo de soja na dieta de vacas em lactacédo
também podem promover acréscimos na producdo de leite, visto que o bagaco de malte
apresenta maior concentracdo de metionina e o farelo de soja é mais rico em lisina.
Alguns trabalhos que utilizaram esses dois ingredientes simultaneamente obtiveram
aumentos na producéo leiteira (Belibasakis e Tsirgogianni, 1996; Chiou et al., 1998;
Cozzi e Polan, 1994; Imaizumi et al., 2015), entretanto, outros ndo observaram
diferencas (Dhiman et al., 2003; Firkins et al., 2002; Geron et al., 2010; Johnson et al.,
1987; Miyazawa et al., 2007; Moate et al., 2011; Younker et al., 1998).

Em cenarios onde a dieta inicial contém niveis de carboidratos fermentaveis

moderado, a substituicdo do concentrado pelo bagaco de malte pode reduzir a
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produtividade devido a diminuigdo na oferta de energia digestivel (Bradford e Mullins,
2012). Esse evento foi comprovado por Davis et al. (1983) e Faccenda et al. (2017) que
obtiveram declinio na ingestdo de MS e, consequentemente, na producdo de leite ao
utilizarem 40% de bagaco de malte umido prensado e 31,4% de bagaco de malte seco,
respectivamente.

Em relagdo ao percentual de proteina, Imaizumi et al. (2015) sugeriram que 0
elevado teor de proteina ndo degradada no rumen do bagaco de malte poderia
proporcionar maior aporte de aminoacidos para o intestino e aumentar a concentracao
de proteina do leite. Esta hipo6tese, contudo ndo se confirmou visto que a maioria dos
ensaios com animais ndo apresentaram efeito para essa variavel (Belibasakis e
Tsirgogianni, 1996; Chiou et al., 1998; Cozzi e Polan, 1994; Firkins et al., 2002; Geron
et al., 2010; Imaizumi et al., 2015; Johnson et al., 1987; Miyazawa et al., 2007; Moate et
al., 2011; Polan et al., 1985; Younker et al., 1998). Tal fato, corrobora com Clark et al.
(1987) que destacaram que embora haja uma alta concentracdo de aminoécidos na dieta,
isso ndo garante que uma grande quantidade de aminoacidos passara para o intestino
delgado. Reducdo no teor de proteina do leite também foi obtido por alguns autores
(Davis et al., 1983; Faccenda et al., 2017; West et al., 1994) o que pode estar
relacionado ao aumento de proteina indisponivel como resultado do processamento
térmico do malte.

Os efeitos do bagaco de malte sobre o teor de gordura do leite ndo foram
significativos na maioria dos estudos (Chiou et al., 1998; Cozzi e Polan, 1994; Dhiman
et al., 2003; Firkins et al., 2002; Geron et al., 2010; Johnson et al., 1987; Moate et al.,
2011; West et al., 1994). Aumentos nos teores de gordura foram reportados em estudos
que utilizaram o bagaco de malte Umido ou prensado na forma de inclusdo ou em
substituicdo ao concentrado (Belibasakis e Tsirgogianni 1996; Davis et al., 1983;
Miyazawa et al., 2007). Tal resposta é decorrente do aumento no contetido de FDN da
dieta que proporciona maior producéo de acetato ruminal (Duthie et al., 2015).

Declinio nas concentracfes de gordura do leite de vacas alimentadas com bagaco
de malte seco ou Umido também foi observado em alguns trabalhos (Faccenda et al.,
2017; Polan et al., 1985). Quando o bagaco de malte é usado em substituicdo a
alimentos concentrados, a reducdo pode ocorrer devido ao elevado teor de acidos graxos

insaturados dos subprodutos fibrosos que podem promover a depressdo da gordura do

.....
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responsaveis pela sintese de novo na glandula mamaria provocada por acidos graxos

com configuracdo trans-10 formados a partir do acido linoleico (Piperova et al., 2000).

1.2 Saccharomyces cerevisiae na alimentacao de ruminantes

Nos ultimos anos, a restricdo do uso de antibidticos como aditivo alimentar na
dieta animal devido ao acimulo de residuos nos produtos e a evolucdo de agentes
patogénicos resistentes, tem impulsionado a utilizacdo de aditivos microbianos
(Leicester et al., 2016; Vohra et al., 2016). Leveduras vivas, principalmente a
Saccharomyces cerevisiae vem sendo utilizada com o intuito de manipular a
fermentacao ruminal e promover melhorias no desempenho animal (Bruno et al., 2009).

Leveduras vivas sdo naturalmente encontradas no rimen, todavia as condi¢Ges
6timas para proliferacdo desse microrganismo ocorre em ambiente aerébio (Hristov et
al., 2010), a uma temperatura em torno de 25°C (Leicester et al., 2016) e pH de 4,5
(Nicodemo, 2001). Desse modo, as condi¢des de um ramen normal ndo favorecem o
crescimento desses microrganismos que tém pouca capacidade de permanecerem
viaveis por mais de 24 horas, sendo necessaria uma suplementacdo diéaria constante
(Bitencourt et al., 2011; Leicester et al., 2016).

1.2.1 Mecanismos de acgao e efeitos no desempenho de ruminantes

Por se tratar de microrganismos aerobios, as leveduras consomem o0 oxigénio
(Figura 2) que adentrou no rimen juntamente com as particulas de alimento, tornando o
ambiente ruminal mais propicio ao crescimento de bactérias anaerobias (Vohra et al.,
2016). Menores concentracdes de oxigénio (Newbold et al., 1995) e menor potencial
redox (Marden et al., 2008) foram observados em estudos que utilizaram leveduras
vivas na dieta de ovelhas e vacas, respectivamente.

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae tem efeito também sobre o
metabolismo do lactato, visto que essa levedura tem a capacidade de produzir acido
malico que propicia o crescimento de bactérias utilizadoras de acido latico como as
Selenomonas spp, Anaerovibrio spp, Megasphaera spp e Propionibacterium spp,
reduzindo o acumulo deste acido (Wallace, 1994). Considerando o baixo valor de pKa
(3.7) do &cido latico, a reducéo na concentracdo ruminal deste acido, consequentemente,
reflete no aumento no pH do rumen (Chaucheyras-Durand et al., 2008). Varios estudos
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que utilizaram levedura viva na dieta de diferentes espécies de ruminantes obtiveram
maiores valores de pH ruminal e menores concentracOes de lactato ruminal (Abd El-
Ghani, 2004; Desnoyers et al., 2009; Guedes et al., 2008; Marden et al., 2008; Salvati et
al., 2015; Thrune et al., 2009), todavia, outros ndo observaram diferencas nesses
parametros (Bayat et al., 2015; Doreau e Jouany, 1998, Enjalbert et al., 1999; Erasmus
et al., 2005; Hristov et al., 2010; Newbold et al., 1995).

Levedura

Consumo de oxigénio
@ Habhilidade fermentativa (acido malico)

Suprimento de micronutrientes

Microbiota ruminal

Metabolismo do lactato

Degradacéo da fibra
@ Estabelecimento microbiano ruminal

Relacionado a fermentacio

Carboidratos e proteinas

¢

Alteracdo na producdo de AGV
Aumento no crescimento microbiano
Estahilizacdo do pH ruminal
Aumento no suprimento de proteina microbiana

¢

Melhorias na produtividade e na saiade

Figura 2 — Esquema sobre os modos de acdo das leveduras sobre a microbiota e seus

efeitos na fermentacdo ruminal. Fonte: Adaptado de Chaucheyras-Durand et al. (2008)

O aumento do pH ruminal em conseqtiéncia do uso de Saccharomyces cerevisiae,
bem como as enzimas, vitaminas e aminoacidos liberados por essa levedura sao
responsaveis por incrementar a atividade das bactérias fibroliticas do ramen (Guedes et
al., 2008; Wohlt et al., 1998). Mosoni et al. (2007) observaram aumentos das bactérias

celuloliticas como Ruminococcus albus, Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus
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flavefaciens, ao avaliarem a adigéo de levedura na alimentagdo de ovelhas. Newbold et
al. (1995) também reportaram aumentos na populacdo de bactérias celuloliticas, mas
ndo observaram efeito para a populacdo de protozoario, 0 que corrobora com outros
estudos que também ressaltaram auséncia de efeito da levedura sobre os protozoarios
(Bayat et al., 2015; Bitencourt et al., 2011; Doreau e Jouany, 1998; Hristov et al., 2010).

O crescimento populacional e da atividade das bactérias fibroliticas ¢ um dos
principais mecanismos responsaveis pelo aumento da concentracdo de AGV do ramen
e/ou da digestibilidade da fibra, em estudos que avaliaram o efeito de levedura viva
(Abd EI-Ghani, 2004; Bitencourt et al., 2011; Desnoyers et al., 2009; Guedes et al.,
2008; Marden et al., 2008). Entretanto, outros autores ndo obtiveram diferengas na
producdo de AGV do rumen e/ou na digestibilidade da fibra (Bayat et al., 2015; Doreau
e Jouany, 1998; Enjalbert et al., 1999; Erasmus et al., 2005; Hristov et al., 2010;
Moallem et al., 2009; Salvati et al., 2015), o que demonstra uma grande divergéncia de
resultados.

Essa divergéncia pode ocorrer devido a varios fatores que afetam a resposta da
suplementacéo de levedura, dentre 0s quais, a espécie, cepa e dose de levedura utilizada,
o0 estado fisiol6gico do animal, propor¢do volumoso:concentrado, teor de fibra da dieta
e o tipo de forragem (Bitencourt et al., 2011; Chaucheyras-Durand et al., 2008;
Desnoyers et al., 2009; Guedes et al., 2008; Lehloenya et al., 2008; Yuan et al., 2015).
Guedes et al., (2008) observaram que leveduras vivas foram mais eficientes em
proporcionar melhorias na digestdo das fibras de vacas alimentadas com forragens de
baixa qualidade. Do mesmo modo, Newbold et al. (1995) testaram o efeito in vitro de
diferentes cepas de Saccharomyces cerevisiae sobre a degradabilidade da FDN de feno
de azevém e da palha de cevada e ndo observaram diferencas desse parametro para o
feno, mas obtiveram aumento na degradabilidade da palha de cevada com o uso de
levedura.

Além de influenciar na digestibilidade da fibra, as bactérias fibroliticas ruminais
tém elevada preferéncia por amonia, desse modo, 0 aumento na sua populacdo em
decorréncia da suplementacdo com levedura provoca aumento na utilizacdo da aménia
ruminal para a sintese de proteina microbiana (Hristov et al., 2010) e reducéo nas perdas
de nitrogénio (Vohra et al., 2016). Reducdo nas concentragdes de aménia ruminal e
sanguinea, aumento na digestibilidade da PB (Wohlt et al., 1998) e na producéo de

nitrogénio microbiano (Hristov et al., 2010) foram reportados em alguns estudos com o
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uso de Saccharomyces cerevisiae, o que confirma esse possivel melhoria no
metabolismo de nitrogénio.

O conjunto de efeitos benéficos provindos da utilizacdo da levedura na dieta de
bovinos leiteiros, tal como melhoria na condicdo ruminal, aumento da digestibilidade
das fracBes fibrosas da dieta e alteragcdo no metabolismo da proteina pode fornecer uma
maior aporte de energia para a sintese do leite (Bruno et al., 2009). Incremento na
producdo leiteira com o uso de Saccharomyces cerevisiae foram relatados em estudos
com vacas (Bitencourt et al., 2011; Leicester et al., 2016; Moallem et al., 2009; Poppy
et al., 2012; Salvati et al., 2015; Zaworski et al., 2014) e cabras leiteiras (Abd EI-Ghani,
2004). Em outros casos, os efeitos da adigdo de levedura viva ndo foram suficientes
para alterar a quantidade de leite produzido (Bayat et al., 2015; Bitencourt et al., 2011;
Dann et al., 2000; Erasmus et al., 2005; Hristov et al., 2010; Lehloenya et al., 2008;
Masek et al., 2008; Robinson e Garret, 1999; Yuan et al., 2015).

Em relacdo & composicgdo do leite, de maneira geral, a adi¢do de levedura ndo tem
demonstrado efeito sobre o teor de gordura e proteina (Bayat et al., 2015; Bitencourt et
al., 2011; Dann et al., 2000; Hristov et al., 2010; Lehloenya et al., 2008; Moallem et al.,
2009; Robinson e Garret, 1999; Salvati et al., 2015; Zaworski et al., 2014). Todavia,
Erasmus et al. (2005) destacaram que aumento na digestdo de fibras poderia
potencializar a producdo de gordura no leite, o que de fato ocorreu em alguns estudos
realizados com cabras (Abd El-Ghani, 2004), ovelhas (Masek et al., 2008) e vacas em
lactacdo (Leicester et al., 2016; Yuan et al., 2015).

Aumentos nos teores de proteina do leite (Leicester et al., 2016) e tendéncia de
aumento para essa variavel (Yuan et al., 2015) também foram relatados quando vacas
receberam leveduras vivas. Essa resposta pode ocorrer devido ao aumento na sintese de
proteina microbiana e da maior disponibilidade de proteina metabolizavel para as vacas
a nivel intestinal, todavia esse resultado foi obtido em poucos estudos ndo sendo uma
resposta consistente (Bruno et al., 2009).

A suplementacdo com levedura parece ndo afetar a concentracdo de nitrogénio
ureico do leite (Bayat et al., 2015; Bitencourt et al., 2011; Dann et al., 2000; Erasmus et
al., 2005; Masek et al., 2008; Moallem et al., 2009; Salvati et al., 2015; Yuan et al.,
2015), embora Vohra et al. (2016) destacaram que a utilizacao desse aditivo microbiano

poderia reduzir a excrecao geral de amonia.
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1.2.2 Levedura enriquecida com selénio

A utilizacdo de leveduras na nutricdo animal como probidtico é uma prética ja
bastante conhecida, no entanto, o uso de levedura selenizada vem ganhando destaque na
producdo animal. Este produto visa promover maior biodisponibilidade de selénio para
0 animal e, consequentemente, aumentar o aporte antioxidante, o desempenho produtivo
e reprodutivo, além de propiciar maior incorporacdo de selénio nos tecidos e leite,
quando comparados com animais recebendo fontes inorgéanicas desse mineral (Melo et
al., 2015).

O enriquecimento das leveduras consiste no crescimento das mesmas sobre um
substrato contendo selénio (Gierus, 2007), visto que a Saccharomyces cerevisiae tem
potencial para acumular selénio na forma orgénica (Lavu et al., 2016). Esse processo se
baseia no fato de que as propriedades quimicas e fisicas do Se e do enxofre sdo muito
semelhantes, desse modo, quando o Se estiver disponivel, as células de levedura podem
absorver o Se sob a forma de selenito ou selenato e incorporam esse mineral na sintese
de seus aminoacidos (Lyons et al. 2007).

Determinadas cepas de leveduras sdo capazes de acumular mais de 3.000 pg de Se
na forma organica por grama de biomassa seca de levedura quando o enxofre do meio
de crescimento for substituido por selénio e as condi¢bes de crescimento forem
adequadas (Demirci et al.,, 1999). Dentre os selenoaminoacidos sintetizados, a
selenometionina (SeMet) é a principal (Ganther, 1999), podendo chegar a representar
até 76% do Se total presente na levedura enriquecida (Polatajko et al., 2005).

Todavia, embora a SeMet seja a forma de Se dominante, cada levedura possui
uma combinacdo Unica de compostos organicos que variam com espécie da levedura,
condicBGes de crescimento e técnicas utilizadas. Esse fato sugere que nem todas as
leveduras selenizadas apresentardo os mesmos resultados e que estudos obtidos com um

produto ndo podem ser generalizados para todas as leveduras (Lyons et al., 2007).

1.2.2.1 Metabolismo do selénio

A absorcéo e biodisponibilidade do selénio é dependente de sua forma quimica,
de sua concentracdo na dieta, do método de processamento do alimento, da interacdo

com outros nutrientes (Melo et al., 2015), além da espécie, status de selénio e estado
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fisiologico do animal (Lyons et al., 2007). Fatores como o elevado nivel de enxofre e
glicosideos cianogénicos na dieta podem comprometer a absor¢do de selénio. Tanto a
alta quanto baixa concentracdo de calcio dietético também podem reduzir a absorcéo de
selénio (Spears, 2003).

A utilizagdo de fontes de Se organica (levedura selenizada) ou inorgéanica
(selenito e selenato) também interfere na biodisponibilidade visto que estas sdo
absorvidas e utilizadas de maneiras distintas. No rimen, as fontes de selenito e selenato
podem ser parcialmente reduzidas pelos microrganismos ruminais a Se elementar (Se®)
ou selenidas como um meio de detoxificacdo, o que as torna pouco soltveis (Del Claro,
2007; Spears 2003;). Os microrganismos também tém a capacidade de incorporar Se na
proteina microbiana (Kim et al., 1997) sendo que o Se presente na dieta de forma
organica pode ser absorvido no intestino delgado na forma organica (Gierus, 2007).

A absorcdo de selénio em ruminantes se da principalmente no duodeno (Del
Claro, 2007), sendo que o selenito é absorvido por difusdo passiva, enquanto que o
selenato e a SeMet por transporte ativo. O selenato compartilha a mesma via de
absorcdo que o enxofre enquanto que a SeMet por ser analoga a metionina € absorvida
pelo mesmo mecanismo que esta (Daniels, 1996; Gierus, 2007).

Apdbs a absorcdo, o selenito é captado pelos eritrocitos, reduzido a seleneto de
hidrogénio e acoplado a albumina plasmatica para ser transportado ao figado (Gierus,
2007). O selenato é transportado através do sistema de transporte dos sulfatos (Figura 3)
pela corrente sanguinea (Cominetti et al., 2011) e incorporado pelos hepatécitos (Melo
et al., 2015). Nos eritrécitos, pode ser reduzido a selenito pela atividade da tioredoxina
redutase e, posteriormente, a seleneto de hidrogénio (Fairweather-Tait et al., 2011).

A SeMet e selenocisteina (SeCis) podem ser metabolizadas como aminoacidos. A
SeMet pode ser incorporada a proteinas pelo mesmo codon AUG da metionina
tornando-se selenoproteinas ndo-funcionais, de modo que o selénio desses aminoacidos
somente sera liberado apds o catabolismo protéico (Daniels, 1996; Gierus, 2007). A
SeMet quando catabolizada sera transformada em SeCis pela mesma rota que a
metionina é convertida a cisteina (Melo et al., 2015). Tanto a SeCis derivada da SeMet,
bem como a SeCis da dieta é degradada pela selenocisteina B-liase e produz selénio
livre que sera convertido em seleneto de hidrogénio através da adi¢do de hidrogénio

provido da glutationa (Gropper et al., 2009).
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Figura 3 — Metabolismo do selénio. Fonte: Adaptado de Gropper et al. (2009)

Para que o seleneto de hidrogénio produzido a partir das fontes de selénio
inorganicas e organicas seja incorporado nas selenoproteinas funcionais, é necessario
que este seja metabolizado a SeCis. Desse modo, a enzima selenofosfato sintetase
catalisa uma reacdo onde o seleneto reage com ATP, formando o selenofosfato que ao
juntar-se com um residuo de serina, dard origem a SeCis (Gierus, 2007; Melo et al.,
2015). Esta SeCis sera utilizada para a sintese de selenoproteinas, dentre as quais as
enzimas glutationa peroxidase, deiodinase, tioredoxina redutase, selenoproteina P, entre
outras (Gropper et al., 2009).

A excregdo de selénio ocorre via fezes e urina. Em condigdes de ingestdo normal
de selénio, a urina € a principal via de excrecdo. Pelo menos cinco metabolitos de Se
foram observados na urina, mas o trimetilselendnio é o mais importante (Daniels, 1996).
A formacéo desse metabdlito ocorre no figado e rins, pela acdo da metiltransferase que
adiciona um grupo metila no seleneto de hidrogénio (Fairweather-Tait et al., 2011;
Gierus, 2007). Em relagdo as fezes, o selénio eliminado por essa via se refere a
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proporcdo desse mineral provinda da dieta e da secrecdo biliar que ndo foram
absorvidas (Daniels, 1996).

Melo et al. (2015) destacaram que o selénio organico tem maior taxa de deposicao
nos tecidos, enquanto que as formas inorganicas tém seu excesso excretado, pois nao
podem ser incorporados nas proteinas corporais. Este fato pode ser confirmado pelas
maiores concentragdes de Se no plasma (Alhidary et al., 2015; Faixova et al., 2007;
Gong et al., 2014; Juniper et al., 2008), no leite (Gong et al., 2014; Knowles et al.,
1999; Ortman e Pehrson, 1999; Paschoal et al., 2007) e nos musculos (Juniper et al.,
2008) de animais suplementados com levedura selenizada em relagdo a animais sem
suplementacdo ou suplementados com fontes inorganicas. Stockdale et al. (2011)
relataram aumento na concentracdo de Se no leite cinco dias apds o inicio da
suplementacdo e reducdo do mesmo, trés semanas ap6s o término da suplementacdo

com levedura selenizada.

1.2.2.2 Defesa antioxidante e seus efeitos na saude da glandula

mamaria e na estabilidade oxidativa do leite

O organismo animal esta constantemente sujeito aos efeitos nocivos provocados
por radicais livres que sdo gerados naturalmente pelos processos fisioldgicos das células
(Ondei et al., 2014). Radicais livres sdo atomos ou moléculas contendo um ou mais
elétrons ndo pareados, tornando-se por esse motivo instaveis e capazes de danificar
biologicamente moléculas de DNA, proteinas, lipidios ou carboidratos (Surai, 2006). Os
radicais livres incluem o superoxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202) o radical
hidroxila (OH"), 6xido nitrico (NO"), entre outros (Matés, 2000).

A principal reacdo biolégica em cadeia provocada pelos radiais livres € a
peroxidacdo lipidica (Cominetti et al., 2011). O primeiro passo dessa reacdo (Figura 4)
ocorre com 0 sequestro do hidrogénio do acido graxo poli-insaturado (LH) da
membrana celular pela hidroxila (OH") formando o radical lipidico (L"). Durante a fase
de propagacdo, o L' reage rapidamente com oxigénio, resultando no radical peroxila
(LOO") que sequestra um novo hidrogénio do &cido graxo poli-insaturado, formando
um novo radical. O término da peroxida¢do ocorre quando os radicais L° e LOO’

propagam-se até destruirem a si proprios (Ferreira e Matsubara, 1997).
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LH + OH’ ——> L' +HO Iniciacio

L° + 0, —— > LOO’ Propagacéao
IH + LOO" ———> L +LOOH Propagacéo
LOO™ + L~ —— = LOOL Terminacéo
LOO" + LOO" ———> LOOL + O, Terminacéo

Figura 4 —Reacdo em cadeia da lipoperoxidagdo. Fonte: Adaptado Ferreira e Matsubara
(1997)

Reduzir a peroxidacdo lipidica é processo essencial para todos os organismos
aerobicos (Matés 2000). Desse modo, o sistema de defesa antioxidante pode ser
dividido em ndo-enzimatico e enzimético. O ndo-enzimatico inclui antioxidantes
oriundos na dieta como vitaminas, minerais e compostos fendlicos, enquanto que o
enzimatico inclui a familia de enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (Ondei et al., 2014).

Dentro desse sistema de defesa, o selénio compde o sitio catalitico da enzima
glutationa peroxidase (Cominetti et al., 2011), que usa a glutationa reduzida (GSH) para
doar elétrons para o perdxido de hidrogénio, produzindo agua (Figura 5). A glutationa
oxidada (GSSG) volta ao seu estado reduzido (GSH) pela acdo da glutationa redutase
que € dependente da disponibilidade de NADPH, oriundo da via das pentoses (Del
Claro, 2007).

GSH
x.mr,\/" \/ o

Cletationn Clmtaticas
Fidutiie percisdace

NADPH + H/\ '/\- 2 H20

GSSG

Figura 5 —Ciclo de oxidacdo e reducdo da glutationa; Fonte: Adaptado de Comineti et
al. (2011)

Alguns estudos reportaram aumento na concentracdo de glutationa peroxidase no
sangue de animais suplementados com levedura selenizada (Faixova et al., 2007;
Juniper et al., 2008) em relagdo a dietas sem suplementacdo ou com Se inorganico.

Todavia, Calamari et al. (2010) e Ortman and Pehrson (1999) néo obtiveram diferencas
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na concentracdo de glutationa peroxidase ao compararem animais suplementados com
Se organico e inorgénico. A reducdo na atividade das enzimas de defesa antioxidante,
dentre as quais a glutationa peroxidase, foi observada em vacas que apresentaram
mastite clinica (Jhambh et al., 2013). A reducdo da mastite e da concentracdo de células
somaticas do leite tem sido relatada quando vacas em lactacdo foram suplementadas
com Se e/ou Vit E (Moeini et al., 2009; Paschoal et al. 2003; Smith et al., 1984), pois
além destes nutrientes reduzirem os danos oxidativos, também melhoram a capacidade
bactericida dos neutréfilos (Yang e Li, 2015). Isso ocorre, pois quando um patégeno
invade a glandula mamaria, os neutrofilos do sangue sdo a primeira linha de defesa e
por isso sdo atraidos para o local de infecgdo. A funcdo dessa célula é fagocitar e matar
as bactérias causadoras da infeccdo. Esse processo produz uma alta concentracdo de
radicais livres que podem ajudam a matar a bactéria, mas se ndo controlados, podem
matar o proprio neutrofilo (Smith, 1998) e desencadear oxidacgdo lipidica e a formacao
de metabdlitos especificos conhecidos como marcadores de estresse oxidativo (Ondei et
al., 2014).

Dentre esses metabolitos, os dienos conjugados sdo um dos produtos primarios da
oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados que tém origem a partir da formacgédo de
hidroperéxidos e deslocamento das duplas ligacbes (Silva et al., 1999). Outro
metabolito importante € o malondialdeido (MDA) que é um produto secundario da
ruptura da endociclizacdo dos &cidos graxos poli-insaturados (Franca et al., 2013).
Suriyasathaporn et al. (2006) reportaram que o leite com maior contagem de células
somaticas esteve positivamente associado ao nivel de MDA no leite.

Atakisi et al. (2010) destacaram que tanto a mastite clinica, bem como a
subclinica estdo associadas ao aumento da capacidade oxidante total e a diminuicdo da
capacidade total de antioxidantes no leite. Estudos que compararam fontes inorganicas
de Se com levedura selenizada, embora tenham observado maiores concentracfes de Se
no leite (Gong et al. 2014) e no masculo multifido lombar (Juniper et al., 2008), ndo

detectaram diferencas na estabilidade oxidativa dos produtos.
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1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a suplementacdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio
em dietas de bovinos leiteiros contendo bagaco de malte seco, com base na ingestao e
digestibilidade dos nutrientes, parametros sanguineos e de fermentagdo ruminal, sintese
microbiana, producdo, composicdo e qualidade do leite.



I11. DESEMPENHO E QUALIDADE DO LEITE DE VACAS DA
RACA HOLANDES ALIMENTADAS COM BAGACO DE MALTE
SECO E Saccharomyces cerevisiae ENRIQUECIDA COM SELENIO

(Normas Livestock Science)

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio
sobre o desempenho, composi¢édo e qualidade do leite de vacas alimentadas com dietas
contendo bagaco de malte seco. Foram utilizadas oito vacas da raca Holandés
distribuidas em um duplo quadrado latino 4 x 4. Os tratamentos foram em esquema
fatorial 2 x 2: com ou sem inclusdo de bagaco de malte x com ou sem adigdo de
Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio. A incluséo do bagaco de malte seco
correspondeu a 24% na matéria seca (MS) da dieta e a quantidade de levedura fornecida
foi 15g/dia sendo que a mesma era Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077 contendo
1,0 x 10° UFC/g e 200 mg de selénio/kg. Vacas alimentadas com dietas contendo
bagaco de malte apresentaram menor ingestdo de MS, proteina bruta, carboidratos ndo
fibrosos (CNF) e nutrientes digestiveis totais (NDT) e maior ingestao de extrato etéreo e
fibra em detergente neutro (P<0,05). A digestibilidade da MS, CNF e o NDT observado
das dietas com bagaco de malte foram inferiores em relacdo as dietas sem esse
ingrediente (P<0,05). A adigéo de levedura ndo influenciou a ingestéo e digestibilidade
dos nutrientes e os parametros sanguineos. Os niveis de colesterol e triglicerideos de
vacas alimentadas com bagaco de malte foram superiores as que ndo receberam esse
subproduto (P<0,05). Houve interacdo significativa para ureia sanguinea, sendo que as
concentracdes da dieta com bagaco de malte foi superior as dietas sem bagaco e sem
bagaco com levedura (P<0,05). Vacas que receberam dieta sem bagaco de malte com
levedura produziram mais proteina microbiana do que as que foram alimentadas apenas
com bagaco de malte (P<0,05). A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae selenizada
ndo teve efeito sobre a producdo, composicdo e estabilidade oxidativa do leite. A
incluséo de bagaco de malte reduziu a producao de leite corrigida para energia, o teor de

gordura, proteina, caseina e solidos totais do leite (P<0,05), aumentou o nitrogénio
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ureico do leite e a concentracdo de dienos conjugado (P<0,01). Desse modo, a utilizagéo
de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio na dieta de vacas lactantes ndo
melhorou a producéo e a estabilidade oxidativa do leite e a inclusdo de bagago de malte
seco reduziu a ingestdo de energia, a producdo de leite corrigida e os teores de gordura e

proteina do leite.

Palavras chave: digestibilidade, levedura selenizada, oxidacdo lipidica, proteina,

subproduto

1. Introducéo

Nas Ultimas décadas, a pressdo para 0 uso mais sustentavel das areas de terra
destinadas a producdo animal vem crescendo consideravelmente, além disso, 0 aumento
nos precos dos cereais tem resultado em elevacdo dos custos com a alimentacdo do
rebanho leiteiro. Todavia, estas tendéncias tém sido acompanhadas por uma oferta
crescente de subprodutos agroindustriais que podem ser incorporados na alimentagéo do
gado de leite, tornando os sistemas de producdo mais sustentaveis (Bradford e Mullins,
2012).

A industria cervejeira € uma importante fornecedora de subprodutos que podem
ser incluidos na alimentacdo de vacas leiteiras, pois a cada 100 litros de cerveja
produzidos sdo gerados 20 kg de bagaco de malte Umido (Reinold, 1997). Esse
subproduto, também chamado de residuo de cervejaria, possui teor proteico entre 14,5%
a 33,6% na MS (Del Rio et al., 2013; Westendorf et al., 2014) e também elevado teor de
fibras o que pode reduzir a digestibilidade da dieta quando utilizado em substituicdo a
alimentos concentrados (Bradford e Mullins, 2012). Apesar disso, a utilizacdo do
bagaco de malte deve ser considerada mesmo que a sua eficiéncia de utilizacdo seja
baixa, pois esta pratica reduz a dependéncia por alimentos convencionais que possuem
elevado custo (Negesse et al., 2009).

Diante desse cenéario, a inclusdo de aditivos pode auxiliar na melhoria do
aproveitamento do bagaco de malte pelos animais. A Saccharomyces cerevisiae é uma
levedura viva que tem demonstrado efeitos positivos na digestibilidade da fibra (Guedes
et al., 2008; Marden et al., 2008) e na producéo leiteira (Salvati et al., 2015; Zaworski et

al., 2014). Quando cultivada em um meio contendo selénio, essa levedura tem potencial
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de acumular esse mineral na forma orgénica (Lavu et al., 2016). O selénio exerce papel
importante na defesa antioxidante do organismo e o fornecimento desse nutriente para
vacas leiteiras tém proporcionado melhorias na qualidade do leite através da reducéo da
contagem de células somaticas (Moeini et al., 2009).

Dessa maneira, a hipOtese é que a adicdo de Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio em dieta para vacas em lactacdo contendo bagaco de malte
melhore a digestibilidade da fibra e a utilizacdo de nitrogénio promovendo incremento
na producdo, composicdo e estabilidade oxidativa do leite e reducdo na contagem de
células somaéticas. Objetivou-se avaliar o efeito da Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio sobre o desempenho, composicao e qualidade do leite de vacas

lactantes alimentadas com dietas contendo bagaco de malte seco.

2. Material e Métodos

O cuidado e a manipulagdo de animais para realizacdo do protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Unioeste
(Protocolo 12/16).

2.1. Delineamento experimental e dietas

O estudo foi conduzido em duplo quadrado latino 4 x 4, utilizando-se oito vacas
da raca Holandés com média de 107 + 39 dias de lactacdo. Os animais foram
distribuidos em um quadrado latino de primiparas com producéo de leite de 27,6 + 1,6
kg e peso vivo de 582,8 + 51,8 kg e outro quadrado latino de multiparas com producao
leiteira de 36,2 + 2,0 kg e peso vivo de 617,8 + 56,9 kg. O experimento teve duracéo de
80 dias, sendo quatro periodos experimentais de 20 dias (14 dias destinados a adaptacdo
dos animais a dieta e seis dias para as coletas de dados).

Os tratamentos testados foram distribuidos em esquema fatorial 2 x 2 (incluséo
ou ndo de bagaco de malte x com ou sem adicéo de levedura enriquecida).

¢ Dieta sem inclusao de bagago de malte seco

¢ Dieta sem inclusdo de bagago de malte seco + Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio;

¢ Dieta com inclusdo de bagaco de malte seco
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¢ Dieta com inclusdo de bagaco de malte seco + Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio;

O bagaco de malte foi adquirido na forma umida e seco ao sol durante dois dias.
O material foi espalhado em uma quadra de concreto e durante o periodo de sol foi
revolvido a cada hora. Depois de seco, 0 mesmo foi armazenado em galpdo coberto
(Tabela 1). As dietas foram calculadas de acordo com o NRC (2001) para atender as
exigéncias nutricionais de vacas da raca Holandés com peso medio de 600 kg, com 100
dias de lactacdo, producéo de 30 kg de leite por dia contendo 3,5% de gordura, 3% de
proteina e 4,8% de lactose (Tabela 2). A levedura utilizada continha: Saccharomyces
cerevisiae CNCM 1-1077 1,0 x 10° UFC/g; selénio 200 mg/kg; cobalto 175 mg/kg e
zinco 17.520 mg/kg de produto. A quantidade de levedura selenizada ofertada foi de 15
g por animal por dia. Esse aditivo foi misturado em 100 g de concentrado e ofertado
sobre a dieta total misturada na forma de top dress, durante a alimentacdo matutina.

Os animais foram alojados em estabulo coberto, em baias individuais com cocho
e bebedouro. A agua foi fornecida ad libitum e a dieta total foi fornecida duas vezes ao
dia sendo 70% do total de matéria seca (MS) fornecida diariamente as 6:30 h e 30% as
16:30 h. Apos as 18:00 h, as vacas eram conduzidas a um piquete para descanso, sem
disponibilidade de pastagem, onde permaneciam durante a noite. Os animais foram
pesados ao inicio e final de cada periodo para ajuste da quantidade de racdo fornecida
de modo a assegurar sobras de aproximadamente 5% do total de MS ofertada. As

ordenhas foram realizadas duas vezes ao dia as 6:00 h e 16:00 h.

2.2. Procedimentos de coletas e analises

Durante os seis dias de coleta de cada periodo experimental, a ingestdo de
alimentos foi mensurada, individualmente, pela pesagem da quantidade ofertada e de
suas respectivas sobras. Amostras diarias dos alimentos fornecidos e das sobras foram
coletadas e congeladas. Para a avaliagdo da digestibilidade, no 15° ao 20° dia do
periodo experimental, foram coletadas amostras de fezes diretamente do reto, seguindo
a distribuicdo: 15° dia (8:00 h), 16° dia (10:00 h), 17° dia (12:00 h), 18° dia (14:00 h),
19° dia (16:00 h), 20° dia (18:00 h).

Apols as amostras de alimentos, sobras e fezes foram secas em estufa com

ventilacdo forgcada (55°C — 72 h), processadas em moinho do tipo Willey (1 mm) e
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compostas proporcionalmente, com base no peso seco ao ar, formando uma amostra por
animal/periodo. As amostras foram analisadas para os teores de MS (método 934.01),
cinzas (CZ; método 938.08), proteina bruta (PB; método 981.10) e extrato etéreo (EE;
método 920.85) segundo AOAC (1990) e fibra em detergente neutro (FDN) segundo
Van Soest et al. (1991). A matéria organica (MO) foi calculada pela diferenca da MS e
CZ. Os teores de carboidratos nao fibrosos (CNF) foram calculados segundo Weiss et
al. (1999).

Para estimativa da excrecao fecal diaria, foi utilizado como indicador interno a
fibra em detergente acido indigestivel (FDAI). A FDAI foi determinada nas amostras do
fornecido, sobras e composicdes fecais por intermédio de procedimento de
digestibilidade in situ descrita por Casali et al. (2008) que consiste na incubacéo
ruminal por 264 h e posterior extracdo com solucdo em detergente acido.

O teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) foi calculado de acordo com o
Sniffen et al. (1992). Para o balangco energético, a energia liquida ingerida, energia
liquida de mantenca e de lactacdo foram calculadas de acordo com as equacgdes do NRC
(2001).

A produgdo diaria individual das vacas foi registrada diariamente por meio de
medidores acoplados ao equipamento de ordenha. A secrecdo diaria de energia no leite
foi calculada pela equacdo (NRC, 2001). A producdo de leite corrigida para energia
(PLCE) foi calculada pela equacdo: PLCE = Secrecdo diaria de energia/0,7, assumindo
que o contedo de energia em leite com 3,7% de gordura, 3,2% de proteina e 4,6% de
lactose € 0,70 Mcal/kg. Nos dias 18° e 19° de cada periodo experimental, amostras de
leite foram coletadas sendo que as mesmas foram compostas proporcionalmente pelo
leite da ordenha da manhd e da tarde. Aliquotas de 50 mL foram acondicionadas em um
frasco com bronopol para analise dos teores de gordura, proteina, caseina, lactose e
solidos totais por especrofotometria de infravermelho (Bentley 2000; Bentley
Instrument Inc., Chaska, MN), nitrogénio ureico do leite (NUL) pela metodologia de
Berthelot (Chemspec 150; Bentley Instrument Inc., Chaska, MN) e contagem de células
somaticas (CCS) por meio de citometria de fluxo (Somacount 300; Bentley Instrument
Inc., Chaska, MN).

O poder redutor do leite foi determinado como descrito por Zhu et al. (2002)
com modificacBes. As proteinas do leite foram precipitadas por adigdo de 1 mL de
solucdo de &cido tricloroacético (20:80 w/v) a 1 mL de leite com posterior centrifugacao

a 3000 x g durante 10 min. Uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi misturada com
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2,5 mL de tampéo fosfato (50 mmol/L; pH 7) e 2,5 mL da solucéo de ferricianeto de
potéssio (1:99 w/v) e &cido cloridrico (1:99 v/v) e submetido a incubacdo a 50°C por 20
min. Posteriormente, 2,5 mL de acido tricloroacético (10:90 w/v) foi adicionado e
realizou-se nova centrifugacdo a 3000 x g durante 10 min. Uma aliquota de 2,5 mL de
sobrenadante foi misturada a 0,5 mL de cloreto férrico (0,1:99,9 w/v) e procedeu-se a
leitura da absorbancia a 700 nm em espectrofotometro (UV-M51; Bel Photonics,
Piracicaba, SP). O poder redutor foi expresso em equivalente acido galico (EAG;
mg/L).

A produgdo de hidroperoxidos dieno conjugados do leite foi realizada como
descrito por Kiokias et al. (2006). A amostra de leite (50 pL), foram adicionados 2,5 mL
de solucdo isooctano/2-propanol (2:1, v/v) e misturados por vortex durante 1 min. A
mistura foi filtrada em filtro de membrana PTFE, 0,22 um, e a absorbancia foi medida a
232 nm. A quantidade de dienos conjugados foi expressa como mmol/kg de gordura.

A oxidagdo lipidica também foi mensurada com uso do &cido 2-tiobarbiturico
(TBARS) como descrito por Vyncke (1970) com modificagdes. A 500 pL de leite foram
misturados 2 mL de uma solu¢do composta de acido tiobarbiturico (1:99 wi/v), acido
tricloroacético (15:85 w/v) e acido cloridrico (0,005:99,995 v/v), e a mistura foi
aquecida a 100 °C durante 15 min. Depois, um banho frio de 5 min e uma centrifugagéo
(3000 x g, 10 min,) foram realizados. O sobrenadante foi lido a 538 nm em
espectrofotdbmetro. Os valores de TBARS foram expressos como mmol de malonaldeido
por kg de gordura (MDA; mmol/kg de gordura).

Para avaliagdo de sintese microbiana, foi realizada coleta de urina spot,
aproximadamente quatro horas ap0s a alimentacdo da manhd do 18° dia do periodo
experimental. A urina foi filtrada em quatro camadas de gaze e 50 mL de urina foram
acondicionados em frascos para analise imediata de acido Urico e creatinina, pelos
métodos enzimaticos e colorimétricos, respectivamente. Uma aliquota de 10 mL de
urina filtrada foi acidificada com 40 mL de &cido sulfarico (0,036 N) a qual foi
destinada & quantificagdo da concentragdo de alantoina pela metodologia de Chen e
Gomes (1992). Para a andlise da alantoina do leite, uma amostra de 50 mL de leite foi
coletada no mesmo dia da coleta de urina e desproteinizadas em papel-filtro utilizando 5
mL de acido tricloroacético a 25% para cada 10 mL de leite. Posteriormente, o filtrado
foi utilizado para determinagdo de alantoina pelo mesmo método utilizado para a urina.

A excrecdo diéria de creatinina considerada para estimar o volume urinario foi de 24,05
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mg/kg de peso corporal (Chizzotti et al., 2007). A sintese microbiana foi calculada de
acordo com as equagdes descritas por Verbic et al. (1990).

No 20° dia de cada periodo experimental, foi realizada a coleta de sangue dos
animais em jejum e quatro horas ap6s a alimentacdo da manhd, a partir da veia coccidea
em tubos a vacuo sem anticoagulante. Posteriormente, foi realizada uma centrifugacao a
3.200 x g por 15 min, para separacdo do soro. Nas amostras de soro sanguineo
referentes ao momento de jejum, foram analisados os teores de ureia, triglicerideos,
colesterol e glicose pelo método enzimatico, creatinina e gama glutamiltransferase
(Gama GT) pelo método cinético e fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase
(ASAT), alanina aminotransferase (ALAT), célcio, fosforo e magnésio pelo método
colorimétrico, utilizando espectrofotdmetro de calibracdo automatica com leitura de alto
desempenho (Flexor Biochemical Analisador EL 200; ELITech Group, Vitoria, ES).
Nas amostras referentes as quatro horas apos a alimentacao, foram analisados os teores
de ureia, triglicerideos, colesterol e glicose.

2.3. Analises estatisticas

A normalidade das variaveis foi verificada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk.
Os dados de CCS, por ndo apresentarem distribuicdo normal, foram transformados em
Log na base 10. Os dados foram analisados considerando duplo quadrado latino 4 x 4
em esquema de fatorial 2 x 2, utilizando o procedimento MIXED do SAS 9.3 (SAS
Institute, 2002). O modelo utilizado foi:

Yijkim = 1+ qi + ajt) + px + Bi + Lm + BLim + €ijkim

Onde:

Yijkim = variavel dependente; u = média geral; qi = efeito aleatério do quadrado
latino; ajg) = efeito aleatdrio do animal dentro do quadrado latino; px = efeito aleatdrio
do periodo; By = efeito fixo do bagaco de malte (inclusdo ou ndo); Lm = efeito fixo da
levedura selenizada (adi¢do ou ndo); BLim = efeito da interagéo entre bagago de malte e
adicdo da levedura selenizada; €ixm = erro residual associado a cada observacdo. As
interacOes entre quadrado latino e os tratamentos foram incluidas no modelo, contudo
como nao foram significativas, as mesmas foram excluidas do modelo.

Quando houve diferenca estatistica, o teste de Tukey foi utilizado para fornecer
comparagdes multiplas. As diferencas foram declaradas quando P < 0,05.
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3. Resultados

A adigéo de levedura viva ndo alterou a ingestdo de MS e dos nutrientes (Tabela
3). Vacas alimentadas com dietas com a inclusdo de bagaco de malte apresentaram
menor ingestdo de MS, MO, PB, CNF e NDT e maior ingestdo de EE e FDN em relacao
a dietas sem bagaco de malte (P<0,05).

A inclusdo de bagaco de malte reduziu a digestibilidade da MS, MO, CNF e o teor
de NDT (P<0,05) (Tabela 4). As digestibilidades da PB, EE e FDN néo apresentaram
efeito para a levedura ou para a inclusdo de bagaco de malte.

Os parametros sanguineos ndo foram influenciados pela adi¢do de Saccharomyces
cerevisiae enriquecida com selénio (Tabela 5). Os niveis de colesterol, triglicerideos e
magnésio do sangue de vacas no jejum que receberam dietas com bagaco de malte
foram superiores as que receberam dietas sem esse subproduto (P<0,05). A ureia
apresentou interacdo, sendo que vacas alimentadas com bagaco de malte apresentaram
maiores valores de ureia no jejum em relacdo a dieta sem bagago e sem bagaco com
Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (P<0,05). As concentracfes de
glicose, creatinina, ASAT, ALAT, Gama GT, célcio e fésforo dos animais em jejum
foram semelhante independente da inclusdo ou ndo de bagaco de malte. Em relacdo aos
parametros sanguineos avaliados quatro horas apds a alimentacdo, o colesterol
apresentou concentracdes superiores nas vacas alimentadas com incluséo de bagacgo de
malte sem adicdo de levedura, em relacdo aos animais que ndo receberam bagaco de
malte. A utilizacdo de bagaco de malte aumentou a concentracdo de triglicerideos e
glicose sanguinea (P<0,05). Nas concentracdes de ureia houve interacdo sendo que a
mesma foi superior nas vacas alimentadas com bagaco de malte (P<0,01).

A excrecdo diaria de alantoina e a relacdo alantoina:creatinina foram superiores
(P<0,05) nas vacas alimentadas sem bagaco de malte com levedura viva em relacédo a
dieta com bagaco de malte e levedura (Tabela 6). A excrecao de acido urico foi inferior
nas vacas que receberam bagaco de malte (P<0,05), enquanto a adicdo de levedura
aumentou a excrecdo desse metabolito (P<0,05). Vacas que receberam dieta sem
bagaco de malte e com adicéo de levedura produziram mais proteina microbiana do que
as que foram alimentadas com a inclusao do bagaco de malte (P<0,05).

A adicdo de levedura viva nédo apresentou efeito sobre a producéo e composicao
do leite (Tabela 7). Vacas alimentadas com bagaco de malte apresentaram producao de
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leite semelhante em relacdo as vacas que consumiram dietas sem esse ingrediente.
Entretanto, a inclusdo de bagaco de malte reduziu a producdo de leite corrigida para
energia, a eficiéncia de producdo de leite corrigida, os teores de gordura, proteina,
caseina e solidos totais do leite (P<0,05). O teor de lactose e a CCS néo foi influenciado
pelo bagaco de malte, nem pela utilizacdo de levedura selenizada. O NUL foi superior
no leite de vacas alimentadas com bagaco de malte (P < 0,01).

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae selenizada nédo interferiu na qualidade
oxidativa do leite (Tabela 8). A concentracéo de dienos conjugados do leite aumentou
quando as vacas foram alimentadas com bagago de malte (P<0,01).

A inclusdo de bagaco de malte interferiu reduzindo a ingestdo diaria de energia
liquida, a energia liquida de lactacdo e o balanco energético das vacas (P<0,05; Tabela
9). A energia liquida para mantenca, 0 peso corporal e o escore de condicao corporal
nédo foram influenciados pela inclusdo de bagaco de malte, nem pela adicdo de levedura

enriquecida com selénio.

4. Discussao

4.1. Ingestéo e digestibilidade dos nutrientes

A ingestdo de MS e, consequentemente, de MO e PB das vacas que receberam
dietas com inclusdo do bagaco de malte foram inferiores as vacas que receberam as
dietas sem a inclusdo desse subproduto. Trabalhos mostram que o teor de fibras é um
dos fatores que afetam a ingestdo de MS (Silva et al., 2010). Provavelmente, 0 aumento
do contetido de FDN da dieta pode ter causado a limitagdo do consumo pelo enchimento
fisico do rimen, o que corrobora com a maior ingestdo de FDN das vacas alimentadas
com a dieta contendo bagaco de malte. Efeitos negativos na ingestdo de MS também
foram reportados em outros estudos com vacas em lactacdo que testaram niveis de 26%
(Johnson et al., 1987) e 31,4% de bagaco de malte na dieta total (Faccenda et al., 2017).

A ingestdo de EE foi superior quando os animais foram alimentados com bagaco
de malte devido a maior concentracao de lipidios nessas dietas. O teor de EE do bagaco
de malte é duas vezes maior em relacdo aos cereais antes da maltagem (Westendorf et
al.,, 2014) e isso ocorre devido a remogdo da maior parte do amido o que,

consequentemente, concentra os lipidios (Tang et al., 2005). Desse modo, efeito
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contrario ocorreu na ingestdo de CNF, que foi inferior para as dietas contendo bagaco
de malte. A menor proporcdo de milho e farelo de soja nas dietas com inclusdo de
bagaco de malte, provavelmente foi responsavel pela reducdo na concentracdo desses
nutrientes, visto que o bagaco apresentou teor de CNF de 17,9% na MS, valores estes
inferiores ao milho (78,4%) e ao farelo de soja (31,2%).

A digestibilidade da PB n&o foi influenciada pela adicdo de levedura e pela
inclusdo de bagaco de malte. O bagaco de malte apresenta predominantemente
hordeinas e glutelinas que possuem baixa degradabilidade ruminal (Clark et al., 1987)
sendo portanto absorvidas no intestino. Embora estudos in vitro tenham mostrado que a
digestibilidade intestinal do bagaco de malte umido (758 g/kg de MS) foi inferior a do
farelo de soja (961 g/kg de MS) (Geron et al., 2007), a semelhanca na digestibilidade
aparente da PB no presente trabalho, provavelmente, ocorreu devido aos efeitos
provocadas por alteracdes na taxa de passagem. Dietas com inclusdo de bagaco de malte
apresentaram menor ingestdo de MS, o que de acordo com (Seo et al., 2006) promove
reducdo na taxa de passagem do alimento pelo trato gastrointestinal e aumenta a
digestdo da dieta devido ao maior tempo em que o alimento permanece exposto aos
processos digestivos.

A adicéo de levedura enriquecida ndo melhorou a digestibilidade da FDN. Vohra
et al. (2016) destacaram que a inclusdo de levedura viva promove aumento no
crescimento e na atividade de bactérias fibroliticas e impactam beneficamente na
digestibilidade da fibra. Todavia, estudos tém demonstrado que a ocorréncia ou ndo de
efeitos positivos pode estar relacionada a dose e a cepa de levedura utilizada. Bayat et
al. (2015) avaliaram a adicdo de 0,5 g/dia de duas cepas de Saccharomyces cerevisiae e
ndo observaram aumento na populacdo de bacteérias fibroliticas e na digestibilidade da
fibra em vacas lactantes, enquanto Guedes et al. (2008) avaliaram as doses de 0,3 e 1
g/dia de Saccharomyces cerevisiae e obtiveram melhorias na degradabilidade da FDN
quando a maior dose foi utilizada em dietas para vacas secas. Newbold et al. (1995)
testaram cinco cepas de Saccharomyces cerevisiae e obtiveram efeitos positivos sobre
as bactérias fibroliticas para trés das cepas avaliadas in vitro (NCYC 240; NCYC 1026
e YEA SACC) e para apenas uma in vivo (NCYC 240).

A digestibilidade dos CNF foi inferior nas dietas com inclusdo de bagago de
malte, o que pode estar relacionado & menor proporcao de milho utilizada nestas dietas.
Além disso, a maior parte dos CNF presentes na cevada, principalmente o amido, séo

removidos durante a maltagem (Gupta et al., 2010), dessa maneira, 0s CNF
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remanescentes no bagaco de malte apresentam uma estrutura mais resistente (Tang et
al., 2005) e de menor digestibilidade.

4.2. Parametros sanguineos e producdo microbiana

Vacas alimentadas com bagaco de malte apresentaram maiores concentracfes
sanguineas de colesterol e triglicerideos no jejum e quatro horas ap6s a alimentacgéo, do
que animais alimentados sem incluséo desse subproduto. O aumento desses metabdlitos
possivelmente ocorreu devido a maior concentracdo de lipidios nas dietas com bagaco
de malte, principalmente devido ao elevado teor de 4cido linoléico. Estudo realizado por
Bu et al. (2007) demonstraram que a inclusdo de 6leo na dieta de vacas em lactacédo
aumentou a concentracdo de colesterol sanguineo, sendo que este aumento foi mais
significativo quando o dleo utilizado era rico em &cido linoléico.

Os niveis de glicose quatro horas apds a alimentacdo foram superiores para as
dietas com bagaco de malte. Este resultado foi inesperado e difere de outros estudos que
ndo observaram diferencas para esse parametro, ao incluir bagaco de malte umido na
dieta de vacas da raca Holandés (Imaizumi et al., 2015; Miyazawa et al., 2007).

As maiores concentracGes de ureia sanguinea nas dietas com bagaco de malte
demonstraram a menor energia disponivel para que 0s microrganismos do ramen
transformassem a aménia ruminal em proteina microbiana, dessa forma, o excesso de
amonia é convertida em ureia e parte é excretada na forma de nitrogénio ureico atraves
do leite (Santos e Pedroso, 2011). Provavelmente, esse desbalanco entre proteina e
energia nas dietas com bagaco de malte foi provocado pela remocdo da quantidade de
milho na dieta e também pela menor digestibilidade dos CNF que proporcionaram
menor producdo de proteina microbiana diaria e maior concentracdo de NUL. Reducédo
linear na producdo de proteina microbiana também foi relatada por Faccenda et al.
(2017) ao substituir gradativamente o farelo de soja pelo bagaco de malte seco na dieta
de vacas lactantes, em resposta a reducdo no teor de CNF da dieta que séo fontes de

energia rapidamente disponivel.
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4.3. Producao, composicéo e qualidade do leite

A adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio e a incluséo de
bagaco de malte ndo alteraram a producdo de leite. Em contrapartida, a producédo de
leite corrigida para energia foi menor nas vacas que receberam dietas com bagaco de
malte, como resultado da reducdo nos teores de gordura e proteina do leite, aliado a
maior excre¢do de NUL.

As menores concentracdes de gordura no leite com o uso do bagaco de malte
pode estar relacionada ao elevado teor de acidos graxos insaturados dos subprodutos
fibrosos que podem promover a depressdo da gordura do leite (Bradford e Mullins,
2012). Estudos apontaram que a utilizacdo de 6leo poli-insaturado e com elevado teor
de acido linoléico (76%) reduziu a concentracdo de gordura do leite (Bell et al., 2006).
Desse modo, a elevada concentracdo desse acido graxo presente no bagaco de malte
pode ser um dos fatores responsaveis por esse declinio no teor de gordura, considerando
que, de acordo com Geron et al. (2007), o bagaco de malte Umido apresentou
concentracdo em torno de 76,5% de acidos graxos poli-insaturados, sendo que o acido
linoléico correspondeu a 50,2 g/100 gramas de gordura.

Reducdo nos teores de proteina e caseina no leite das vacas alimentadas com
bagaco de malte, provavelmente ocorreram devido & menor producdo de proteina
microbiana, o que reduz o aporte de aminoacidos essenciais (AAE), tais como lisina e
metionina para a sintese desse nutriente na glandula mamaria. Esse fato corrobora com
0 reportado por Santos e Pedroso (2011) que destacaram que quando a producdo de
proteina microbiana ndo é maximizada, o aporte de aminoacidos essenciais para a
glandula maméria é menor, pois normalmente fontes de PNDR possuem um perfil
aminoacidico de menor qualidade para a producdo de leite. Geron et al. (2007)
confirmam menores concentracdes de lisina (12,1% dos AAE) e metionina (4,2% dos
AAE) obtidas no bagaco de malte fermentado em relacdo a proteina microbiana (16,6%
de lisina e 5,1% de metionina nos AAE).

A utilizagdo de Saccharomyces cerevisiae selenizada ndo alterou a concentragdo
de NUL. Hristov et al. (2010) destacaram que a suplementacdo de levedura pode
reforcar o crescimento das bactérias fibroliticas do rumen que possuem uma alta
preferéncia por amonia, e com isso, melhorar a utilizagdo do nitrogénio amoniacal e

reduzir sua excrecdo. Todavia, a auséncia de melhorias na digestibilidade da fibra, na
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sintese de proteina microbiana e no teor protéico do leite com a utilizacdo da levedura
selenizada, sugere que a mesma ndo apresentou efeito sobre as bactérias ruminais, e
consequentemente, na utilizacdo de nitrogénio.

A suplementacdo de Se para vacas em lactacdo foi associada a reducdo da mastite
e da CCS do leite (Moeini et al., 2009; Smith et al., 1984), pois esse nutriente reduz os
danos oxidativos e melhoram a capacidade bactericida dos neutréfilos, por meio da agéo
da glutationa peroxidase (Yang e Li, 2015). Todavia, no presente estudo ndo foi
observada reducdo da CCS quando as vacas foram suplementadas com a levedura viva
selenizada.

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio também néo
melhorou a qualidade oxidativa do leite. Outros estudos que compararam fontes
inorganicas de Se com levedura selenizada, também ndo detectaram diferencas na
estabilidade oxidativa do leite (Gong et al., 2014). Uma possivel explicacdo é que o
selénio organico pode ter sido depositado nos tecidos, tornando-se selenoproteinas néo-
funcionais (Juniper et al., 2008) ou excretado através do leite (Gong et al., 2014), ndo
sendo utilizado para a aumentar a atividade da glutationa peroxidase. Esse fato
corrobora com Calamari et al. (2010) que ndo obtiveram diferencas na concentracdo de
glutationa peroxidase ao compararem animais suplementados com Se organico e
inorganico.

A inclusdo de bagaco de malte aumentou a concentracéo de dienos conjugados do
leite, 0 que significa uma estabilidade oxidativa inferior. Essas dietas possuiam maiores
concentracdo de lipidios insaturados que podem ter sido repassados para o leite. Estudos
comprovaram que a inclusdo de bagaco de malte Umido na dieta de vacas leiteiras
aumentou a concentracdo de acidos graxos poli-insaturados do leite (Miyazawa et al.,
2007) e um leite com maior teor de acidos graxos com duplas ligac6es é mais suscetivel
a peroxidacdo lipidica (Timmons et al., 2001) e a formacdo de produtos primarios da

oxidacdo como os dienos conjugados (Guillén e Cabo, 2002).

4.4. Balanco energético

A adicdo de Saccharomyces cerevisiae ndo apresentou efeito sobre o balango
energético das vacas, entretanto, a inclusdo de bagaco de malte reduziu a ingestdo de

energia liquida, corroborando com Younker et al. (1998) que também obtiveram menor
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ingestdo de energia ao substituir o concentrado por bagaco de malte seco. A redugédo na
ingestdo de MS e 0 menor aproveitamento de nutrientes pelos animais que consumiram
as dietas contendo bagaco de malte foram os principais fatores responsaveis pelo
balancgo energético negativo observado nesses tratamentos.

A incluséo de bagaco de malte na dieta reduziu a proporcdo de CNF das mesmas,
impactando diretamente na energia fermentada a nivel ruminal e reduzindo a produgéo
de proteina microbiana. Desse modo, animais alimentados com esse subproduto
também apresentaram maiores concentracdes de NUL, o que demonstra que além da
falta de energia ruminal para a sintese proteica, ainda houve gasto energético para
transformar o excesso de amonia em ureia.

Todavia, o peso corporal e o escorre de condicdo corporal dos animais foram
semelhantes com ou sem a utilizacdo de bagaco de malte. Possivelmente, o curto
periodo de utilizacdo das dietas ndo foi suficiente para que alteracGes nesses parametros
fossem observadas, entretanto se fornecido por um intervalo mais longo pode acarretar

em perda de peso e desempenho do rebanho.

5. Conclusao

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio na dieta de
vacas lactantes ndo foi vantajosa, pois ndo melhorou o desempenho, a composicéo e a
estabilidade oxidativa do leite.

A inclusdo de 24% de bagaco de malte seco na dieta de vacas em lactacdo reduziu
a ingestdo de energia, sintese de proteina microbiana, producédo de leite corrigida para
energia e os teores de gordura, proteina e estabilidade oxidativa do leite, ndo sendo

indicado para animais dessa categoria com este nivel de inclusdo.
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Tabela 1: Composi¢do nutricional (g/kg de matéria seca) dos ingredientes das dietas

Ingredientes Bagacode  Farelo Milho Silagem  Feno de

malte seco desoja  moido  de milho aveia

MS (g/kg de matéria verde) 905 881 873 253 855
MO 953 926 987 946 907
PB 185 483 81,7 73,6 116
PIDN 55,2 47,4 9,15 12,5 28,4
PIDA 35,2 37,5 8,16 6,65 7,78
EE 55,2 12,4 34,6 29,5 17,4
FDN 605 156 95,7 505 621
FDNcp 533 119 86,6 485 584
CNF! 179 311 784 358 190

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; PIDN: proteina insollvel em detergente
neutro; PIDA: proteina insolivel em detergente acido; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente
neutro; FDNcp: fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; CNF: carboidrato ndo fibroso.
ICNF = (100 — (PB + EE + MM) ) — FDNcp.
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Tabela 2: Ingredientes e composi¢do nutricional (g/kg de matéria seca) das dietas
experimentais sem ou com incluséo do bagaco de malte seco (BM)

Ingredientes Dietas
Sem BM Com BM

Silagem de milho 300 300
Feno de aveia 200 200
Milho moido 337 161
Farelo de soja 144 80,4
Bagaco de malte - 241
Suplemento mineral® 14,8 14,8
Fosfato bicalcico 4,20 2,80
Composigéo nutricional

Matéria seca (MS) (g/kg de matéria verde) 688 695
Matéria organica (MO) 935 932
Proteina bruta (PB) 142 142
Proteina degradavel no rimen? (PDR) 85,9 80,0
Proteina ndo degradavel no rimen? (PNDR) 56,1 62,0
Extrato etéreo (EE) 24,7 31,9
Fibra em detergente neutro (FDN) 335 463
FDN da forragem 275 275
FDN corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) 313 428
Carboidratos nio fibrosos® (CNF) 445 330
Energia liquida? (Mcal/kg) 1,64 1,55

!Composicédo quimica (quantidades/ kg produto comercial): Ca: 230 g; P: 50 g; Co: 30 mg; Mg: 8 g; Mn:
1000 mg; Zn: 1875 mg; Se: 12 mg; I: 30 mg; S: 15 g; F: 500 mg; Fe: 500 mg; Cu: 235 mg; Na: 55 g
2Estimado pelo NRC (2001)

SCNF = (100 — (PB + EE + MM) ) — FDNcp
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Tabela 3 — Ingestdo de matéria seca e dos nutrientes (kg/d) de vacas alimentadas com
dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem adicdo de

Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BM x

Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
IMS 20,4 17,2 19,5 17,5 1,50 <0,01 040 0,14
IMO 19,1 16,1 18,3 16,3 1,40 <0,01 041 0,14
IPB 2,88 2,45 2,75 2,48 0,22 <0,01 0,23 0,08
IEE 0,51 0,57 0,49 0,58 0,04 <0,01 0,79 041
IFDN 6,19 7,25 5,93 7,40 0,57 <0,01 0,74 0,26
ICNF 9,57 5,84 9,14 5,91 0,58 <0,01 0,38 0,23
INDT 13,9 11,0 13,5 11,2 0,90 <0,01 081 0,18

EPM: Erro padrdo da média; IMS: ingestdo de matéria seca; IMO: ingestdo de matéria orgénica; IPB:
ingestdo de proteina bruta; IEE: ingestdo de extrato etéreo; IFDN: ingestdo de fibra em detergente neutro;

ICNF: ingestdo de carboidratos ndo fibrosos; INDT: ingestdo de nutrientes digestiveis totais
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Tabela 4 - Digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes e teor de nutrientes
digestiveis totais (g/kg de MS) das dietas para vacas lactantes contendo ou ndo bagaco
de malte seco (BM) e com ou sem adi¢do de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com
selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BMXx

Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
DMS 681 624 694 627 10,4 <0,01 0,37 0,58
DMO 707 658 721 662 11,0 <0,01 0,28 0,53
DPB 680 669 684 678 10,7 051 062 0,82
DEE 740 754 744 744 11,6 054 081 0,56
DFDN 494 512 537 529 18,2 0,73 0,06 0,38
DCNF 853 822 854 812 568 <001 059 0,53
NDT obs.! 682 641 697 645 8,74 <001 0,21 048

EPM: Erro padrdo da média; DMS: digestibilidade da matéria seca; DMO: digestibilidade da matéria
organica; IPB: digestibilidade da proteina bruta; DEE: digestibilidade do extrato etéreo; DFDN:
digestibilidade da fibra em detergente neutro; DCNF: digestibilidade dos carboidratos ndo fibrosos; NDT
obs: nutrientes digestiveis totais observado

INDT = (PBd + (EEd x 2,25) + CNFd + FDNd)
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Tabela 5 — Pardmetros sanguineos de vacas alimentadas com dietas contendo ou ndo
bagaco de malte seco (BM) e com ou sem adicdo de Saccharomyces cerevisiae

enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BMX

Sem Com Sem  Com SCSe

BM BM BM BM

Jejum

Colesterol (mg/dL) 151 213 155 199 9,71 <0,01 0,36 0,08
Triglicerideos (mg/dL) 9,13 12,6 10,2 11,7 0,70 <0,01 0,86 0,18
Glicose (mg/dL) 64,2 64,3 615 628 242 063 0,18 0,69
Ureia (mg/dL) 33,7c 47,0a 38,7bc 44,0ab 1,69 <0,01 053 0,02
Creatinina (mg/dL) 0,99 1,03 1,02 101 0,06 0,76 0,89 0,54
FAL (UI/L) 121 102 111 115 48,1 0,26 0,81 0,06
ASAT (UI/L) 738 715 738 715 675 0,16 090 0,90
ALAT (UI/L) 289 281 283 269 125 0,19 0,28 0,74
GGT (UI/L) 20,7 225 209 218 420 0,15 0,82 0,60
Célcio (mg/dL) 9,85 101 981 998 017 0,15 053 0,73
Fosforo (mg/dL) 6,02 6,11 6,18 603 029 091 088 0,65
Magnésio (mg/dL) 221 2,40 217 236 010 0,02 0,63 0,96

Quatro horas ap6s a alimentacdo da manha

Colesterol (mg/dL) 145¢ 213a  165bc 195ab 6,54 <0,01 0,92 0,04
Triglicerideos (mg/dL) 8,37 11,5 9,00 110 0,58 <0,01 093 047
Glicose (mg/dL) 52,3 55,2 46,1 56,5 3,00 <0,01 0,25 0,09
Ureia (mg/dL) 42,7b 53,3a 46,0b 46,8b 2,53 <0,01 0,15 <0,01

EPM: Erro padrdo da média; FP: Fonte de proteina; FAL: fosfatase alcalina; ASAT: aspartato

aminotransferase; ALAT: alanina aminotransferase; GGT: gama glutamil transferase
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Tabela 6 — Excrecdo de derivados de purinas e sintese de proteina microbiana de vacas

alimentadas com dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem

adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BMXx

Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
Alant (mmol/d) 372 356 ab 414a 327b 18,4 <0,01 0,67 0,03
AUr (mmol/d) 38,4 31,8 44,1 34,4 9,83 <0,01 0,05 0,45
Alant:Creat 2,92ab  2,80ab 3,30a 26lb 0,16 <001 045 0,04
PMic (g/d) 1618ab  1515b 1835a 1395b 84,7 <0,01 0,52 0,04

EPM: Erro padrdo da média; Alant: alantoina; AUr: acido Urico; PMic.: Sintese de proteina microbiana;

Alant:Creat: relacdo alantoina:creatinina
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Tabela 7 — Producgéo, composicédo e qualidade do leite de vacas alimentadas com dietas
contendo ou ndo bagago de malte seco (BM) e com ou sem adi¢do de Saccharomyces

cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BM x

SemBM ComBM Sem BM Com BM SCSe
Leite (kg/d) 28,9 28,4 28,9 28,5 245 0,25 0,89 0,93
LCE (kg/d)* 28,3 26,6 28,0 26,8 2,88 <0,01 0,84 0,59
LCE/CMS 1,40 1,56 1,44 1,54 0,05 <0,01 0,71 0,41
Gordura (g/kg) 36,0 34,0 35,6 33,9 155 0,04 0,75 0,82
Proteina (g/kg) 30,6 28,7 30,0 29,0 0,63 <0,01 052 0,11
Caseina (g/kg) 23,3 22,3 23,3 22,5 0,54 <0,01 0,52 0,15
Lactose (g/kg) 46,5 46,4 46,3 46,6 0,54 0,65 0,94 0,60
ST (g/kg) 123 119 122 118 1,63 <0,01 0,55 0,60
NUL (mg/dL) 15,6 20,1 15,9 18,7 0,78 <0,01 0,07 0,24
CCs (Logio 1,57 1,68 1,57 1,67 0,18 0,17 0,98 0,99
CCS)

EPM: Erro padrdo da média; LCE: leite corrigido para energia; LCE/CMS: Eficiéncia de producdo de
leite corrigida para energia; ST: solidos totais; NUL: nitrogénio ureico do leite; CCS: contagem de células
somaticas

!PLCE = (PL x (0,0929 x %gordura + 0,0547 x % proteina + 0,0395 x % lactose))/0,7
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Tabela 8 — Qualidade oxidativa do leite de vacas alimentadas com dietas contendo ou

ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem adicdo de Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe  Com SCSe EPM BM SCSe BM x
Sem Com Sem Com SCSe
BM BM BM BM

DC (mmol/kg gordura) 346 474 313 444 1,71 <0,01 0,12 0,96

TBARS (mmol MDA/kggordura) 1,66 1,61 1,79 154 0,17 0,21 0,78 0,41
Poder de reducdo (mg EAG/L) 195 185 209 20,1 1,65 0,64 0,47 0,96

EPM: Erro padrdo da média; DC: Dienos conjugados; TBARS: Substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico




71

Tabela 9 — Balango energético (Mcal/dia), peso corporal (kg) e escore de condigdo
corporal de vacas alimentadas com dietas contendo ou ndo bagago de malte seco (BM) e

com ou sem adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BM x
SemBM ComBM Sem BM Com BM SCSe
EL ingerida 31,7 24,9 30,9 25,5 2,02 <0,01 0,86 0,19
EL mantenca 9,75 9,66 9,69 962 0,25 0,09 0,23 0,80
EL lactacéo 19,8 18,6 19,6 18,7 2,01 <0,01 0,84 0,60
BE 2,09 -3,37 1,63 -2,85 0,73 <0,01 0,9 0,41
PC 605 597 599 594 20,3 0,10 0,24 0,82
ECC 3,15 3,03 3,06 309 010 033 0,74 011

EPM: Erro padrdo da média; EL Ingerida: Energia liquida ingerida; EL mantenga: Energia liquida para
mantenga; EL lactacdo: Energia liquida de lactagdo; BE: balanco energético; PC: peso corporal; ECC:
escore de condicéo corporal.

'EL ingerida = IMS x (0,0245 x %NDT - 0,12)

2EL mantencga = 0,08 x PC%7®

3EL lactacdo = (PL x (0,0929 x %gordura + 0,0547 x %proteina + 0,0395 x %lactose))



IV. DIGESTIBILIDADE DOS NUTRIENTES E PARAMETROS
RUMINAIS DE BOVINOS ALIMENTADOS COM BAGACO DE
MALTE SECO E Saccharomyces cerevisiae

(Normas Livestock Science)

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio
sobre a ingestdo e digestibilidade dos nutrientes, populacéo de protozoarios e cinética de
fermentacdo ruminal de bovinos alimentados com dietas contendo bagago de malte.
Foram utilizados quatro bovinos mestigos, castrados e providos de cénula ruminal e
estes foram distribuidos em um quadrado latino 4 x 4. Os tratamentos foram em
esquema fatorial 2 x 2: sem ou com inclusdo de bagaco de malte x com ou sem adi¢édo
de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio. A inclusédo do bagago de malte
seco correspondeu a 11,7% na matéria seca (MS) da dieta e a quantidade de levedura
fornecida foi 15g/dia sendo que a mesma era Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077
contendo 1,0 x 10° UFC/g e 200 mg de selénio/kg. A utilizacio de bagaco de malte e a
adicdo de levedura ndo influenciaram na ingestdo da MS, proteina bruta, fibra em
detergente neutro e nutrientes digestiveis totais. Bovinos alimentados com bagaco de
malte ingeriram menores concentragdes de carboidratos ndo fibrosos (CNF) (P<0,01). A
adicdo de levedura ndo alterou a digestibilidade da MS e dos nutrientes, porém a
inclusdo de bagaco de malte reduziu a digestibilidade da MS (P<0,05) e dos CNF
(P<0,01). A utilizacdo de bagaco de malte reduziu a populacdo de protozoarios dos
géneros Entodinium (P<0,05) e Isotricha (P<0,01). Os valores de pH ruminal nédo
apresentaram efeito para o bagaco de malte e a adi¢do de levedura. Houve interagédo
entre tempo e inclusdo de bagaco de malte (P<0,05) sobre o nitrogénio amoniacal,
sendo que duas horas apds a alimentagéo, os bovinos que consumiram esse subproduto
apresentaram menores concentragdes em comparacao aos que ndo consumiram bagaco.
A adicgéo de levedura viva ndo influenciou a propor¢do dos AGV e nem concentracdo
total de AGV, porém a inclusdo de bagaco de malte reduziu a concentracdo de AGV e o

percentual de isovalerato (P<0,05). Desse modo, a utilizacdo de Saccharomyces
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cerevisiae na dieta de bovinos ndo melhorou a digestibilidade da fibra e os parametros
de fermentacdo ruminal, enquanto que a incluséo de 11,7% de bagago de malte seco néo
comprometeu a ingestdo de nutrientes digestiveis totais, pH ruminal e a concentracdes

de acetato, propionato e butirato.

Palavras-chave: levedura, subproduto, aménia, protozoario

1. Introducéao

Atualmente o sucesso na pecudria leiteira estad intimamente ligado a busca pela
méaxima produtividade aliada a ferramentas que reduzam os custos de producéo.
Frequentemente, o alto custo e a baixa disponibilidade dos alimentos para 0s animais
exigem que subprodutos agricolas e industriais sejam introduzidos na alimentagdo do
rebanho (Negesse et al., 2009). Esses subprodutos estdo disponiveis em abundancia e
ndo s6 reduzem o custo da alimentacdo, mas também criam uma demanda para este
material que, muitas vezes, pode representar um passivo ambiental (Aliyu e Bala,
2011).

A industria cervejeira € um potente gerador de subprodutos, visto que a producao
de bagaco de malte, também chamado de residuo de cervejaria, pode representar até
30% do grdo maltado inicial (Robertson et al., 2010). A utilizacdo eficiente desse
subproduto depende das suas propriedades quimicas e fisicas (Negesse et al., 2009).
Caracteristicas do bagaco de malte como o elevado teor de fibra em detergente neutro
(44,3 a 52,1% na matéria seca) (Westendorf et al., 2014) e de proteina ndo degradavel
no ramen (47,5 a 56,6% da proteina bruta) (NRC, 2001) podem alterar a populacao de
protozoarios, os parametros de fermentacdo ruminal (Wang et al.,, 2009) e o
aproveitamento dos nutrientes. Desse modo, estudos que avaliam o potencial de
utilizacdo desse subproduto em uma variedade de configuracGes sdo necessarios para
maximizar a eficiéncia de aproveitamento desse ingrediente (Negesse et al., 2009).

A inclusdo de Saccharomyces cerevisiae na dieta animal pode promover
melhorias na digestibilidade da fibra (Bitencourt et al., 2011; Guedes et al., 2008) e na
utilizacdo de nitrogénio, visto que esse aditivo aumenta o crescimento das bactérias
fibroliticas ruminais (Mosoni et al., 2007) que apresentam uma alta preferéncia pelo

nitrogénio amoniacal do ramen, reduzindo a excre¢do de amonia (Hristov et al., 2010).
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Desse modo, esse aditivo pode ser uma alternativa para potencializar o aproveitamento
das fibras e a utilizagdo do nitrogénio presente no bagaco de malte. Além disso, quando
a levedura for enriquecida com selénio, esse mineral pode contribuir para a melhoria no
desempenho animal, uma vez que estd ligado a funcBes antioxidantes do organismo
(Alhidary et al., 2015).

Dessa maneira, a hipOtese é que a adicdo de Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio em dieta para bovinos contendo bagaco de malte seco altere a
fermentacao ruminal, melhorando a digestibilidade da fibra e a utilizacdo de nitrogénio.
Objetivou-se avaliar o efeito da Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio
sobre a populacdo de protozoarios, cinética de fermentacdo ruminal e digestibilidade

dos nutrientes de bovinos alimentados com dietas contendo bagaco de malte.

2. Material e Métodos

O cuidado e a manipulagdo de animais para realizacdo do protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Unioeste
(Protocolo 12/16).

2.1. Delineamento experimental e dietas

O estudo foi conduzido em um quadrado latino 4x4, utilizando-se quatro
bovinos machos castrados, mesti¢os, adaptados com canula ruminal com peso médio
inicial de 689 + 20,9 kg. O experimento teve duracdo de 80 dias, sendo composto por
quatro periodos experimentais de 20 dias, (14 destinados a adaptacdo dos animais a
dieta e seis para as coletas de dados).

Os tratamentos testados foram distribuidos em esquema fatorial 2 x 2 (incluséo
ou néo de bagaco de malte x com ou sem adicao de levedura enriquecida).

¢ Dieta sem inclusdo de bagaco de malte seco

¢ Dieta sem inclusdo de bagaco de malte seco + Saccharomyces cerevisiae
enriquecida com selénio;

¢ Dieta com incluséo de bagaco de malte seco

¢ Dieta com inclusdo de bagaco de malte seco + Saccharomyces cerevisiae

enriquecida com selénio;
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O bagaco de malte foi adquirido na forma Umida e seco ao sol sobre uma quadra
de concreto, onde era revolvido a cada hora. Apds a desidratacdo, o bagaco de malte
seco foi recolhido e armazenado em galpao coberto (Tabela 1).

As dietas foram calculadas para atender as exigéncias de mantenca dos animais
de acordo com o NRC (2001) (Tabela 2). Os animais foram alojados em estabulo
coberto, em baias individuais com cocho e bebedouro. Os animais foram pesados ao
inicio e final de cada periodo, para ajuste da quantidade de racdo fornecida. A dieta foi
pesada diariamente e fornecida duas vezes ao dia (as 6:30 h e as 16:30 h), na proporcao
de 70% e 30% da oferta total de matéria seca (MS), respectivamente, e a agua foi
fornecida a vontade. A levedura foi fornecida durante a alimentacdo da manhd, na
quantidade de 15 g/animal/dia. Essa quantidade foi misturada em 100 g do concentrado
e fornecida na forma de top dress. A levedura utilizada continha: Saccharomyces
cerevisiae CNCM 1-1077 1,0 x 10° UFC/g; selénio 200 mg/kg; cobalto 175 mg/kg e
zinco 17.520 mg/kg de produto.

2.2. Procedimentos de coletas e analises

Durante os seis dias de coleta de cada periodo experimental a ingestdo de
alimentos foi mensurada, individualmente, pela pesagem da quantidade ofertada e de
suas respectivas sobras. Amostras diarias dos alimentos, dos concentrados fornecidos e
das sobras foram coletadas e congeladas. Para a avaliagdo da digestibilidade, do 15° ao
20° dia do periodo experimental foram coletadas amostras de fezes diretamente da
ampola retal seguindo a distribuicdo: 15° dia (8:00 h), 16° dia (10:00 h), 17° dia (12:00
h), 18° dia (14:00 h), 19° dia (16:00 h), 20° dia (18:00 h).

Apos o periodo de coletas, as amostras de alimentos, sobras e fezes foram secas
em estufa com ventilacdo forgcada (55 °C — 72 h), processadas em moinho do tipo Willey
(1 mm) e compostas proporcionalmente, com base no peso seco ao ar, formando uma
amostra por animal/periodo. As amostras foram analisadas para os teores de MS, cinzas
(C2), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE) segundo AOAC (1990) pelos metodos
934.01; 938.08; 981.10 e 920.85, respectivamente. As analises de fibra em detergente
neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) foram realizadas segundo Van Soest et
al. (1991). A matéria organica (MO) foi determinada pela diferenca entre a MS e as

CZ. Os teores de carboidratos ndo fibrosos (CNF) foram calculados segundo Weiss et
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al. (1999) e o teor de nutrientes digestiveis totais (NDT) de acordo com Sniffen et al.
(1992).

Para estimativa da excrecdo fecal diaria foi utilizado como indicador interno a
fibra em detergente acido indigestivel (FDAI). A FDAI foi determinada nas amostras
de alimento, sobras e composi¢bes fecais por intermédio de procedimento de
digestibilidade in situ descrita por Casali et al. (2008) que consiste na incubacgéo
ruminal por 264 h e, posterior extracdo com solucdo em detergente acido. A
digestibilidade aparente da MS e dos nutrientes foi calculada pela diferenca do
consumido e do excretado, dividido pelo consumido.

A determinagédo dos pardmetros ruminais foi realizada nos tempos 0, 2, 4,6 e 8 h
apos a primeira alimentacdo. Amostras de liquido ruminal foram coletadas
manualmente nas areas dorsal, ventral e central do rimen e filtrado em quatro camadas
de gaze. O pH foi mensurado imediatamente apds a coleta com o auxilio de um
peagametro digital. Amostras de 50 mL de liquido ruminal foram acidificadas com 1
mL de &cido sulfdrico (1:1) e armazenados a —20 °C para posterior analise das
concentragdes do nitrogénio amoniacal (N-NHs) atraves da destilagdo com hidroxido de
potéssio (KOH) 2 N conforme técnica descrita por Ferner (1965) adaptada por Vieira et
al. (1980).

Uma aliquota de 8 mL de liquido ruminal foi acidificada com 2mL &cido
metafosférico 25% para a determinacdo dos acidos graxos de cadeia curta pelo
Laboratdrio de Microbiologia Aplicada e Controle da Universidade Federal de Sao
Carlos/Araras. As concentracdes dos &cidos acético, propidnico, butirico, isobutirico,
valérico e isovalérico foram determinadas por cromatografia gasosa, utilizando um
cromatografo (Shimadzu GC-2010 Plus) equipado com injetor automatico AOC-20i,
coluna capilar Stabilwax-DA™ (30m, 0,25mm ID, 0,25um df, Restek©) e detector de
ionizacdo de chama (FID), apds acidificagdo das mesmas com 1 M de acido fosférico e
fortificacdo com o padrdo WSFA-2. Uma aliquota de 1uL de cada amostra foi injetada
com taxa de split de 40:1, utilizando hélio como gas de arraste a velocidade linear de 42
cm/s. As temperaturas do injetor e do detector foram, respectivamente, 250°C e 300°C.
A rampa de temperatura da coluna se iniciou com 40°C, elevando-se até 120 °C a taxa
de 40°C./min, seguido de um gradiente de 120 até 180 °C a taxa de 10 °C/mine de 180 a
240 °C a taxa de 120 °C/min, mantendo-se a temperatura a 240 °C por mais 3 minutos.

Para a contagem de protozoarios, foi amostrado liquido ruminal 4 h apos a

alimentacdo da manhd. O liquido foi coletado das areas dorsal, ventral e central do
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ramen sem filtracdo. Aproximadamente 40 mL de amostra foram preservadas em igual
volume de formaldeido 37%. A identificacdo e a quantificacdo dos géneros de ciliados
foram realizadas no Laboratorio de Zoologia da Universidade Federal de Juiz de Fora,
em camara Sedgewick-Rafter, segundo Dehority (1984). De cada amostra
homogeneizada, foi pipetado 1 mL de conteudo e transferido para tubos de ensaio, onde
foram acrescentadas trés gotas de lugol, em substituicdo ao verde brilhante conforme
modificacdo proposta por D'agosto e Carneiro (1999). Apo6s 15 min, o contetdo recebeu
a adicdo de 9 mL de glicerina a 30%. Para proceder a quantificacdo de cada tubo de
ensaio, foi pipetado 1 mL do conteldo para preencher a camara de Sedgewick-Rafter.
Utilizando-se uma grade de contagem em uma das oculares, foram quantificados 0s
ciliados presentes em 50 campos e, posteriormente, apds rotacdo da camara em 180",
mais 50 campos. O calculo do nimero total de ciliados por mililitro de contetdo foi
feito multiplicando-se os valores encontrados por 80 e por 20. Tais valores
correspondem & superficie total da cAmara de contagem e a dilui¢do (Dehority, 1984).

2.3. Analises estatisticas

A normalidade das variaveis foi verificada, utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk.
Os dados referentes a populacdo de protozoarios por ndo apresentarem distribuicéo
normal, foram transformados em Log na base 10. Os dados foram analisados em
quadrado latino 4 x 4 em esquema de fatorial 2 x 2, utilizando o procedimento MIXED
do SAS 9.3 (SAS Institute, 2002). O modelo utilizado foi:

Yijx = p + Bi + Lj + ak+ pi + BLij + Eijwi

Onde:

Yijx = variavel dependente; p = média geral; Bi = efeito fixo do bagaco de malte
(inclusdo ou ndo); L; = efeito fixo da levedura selenizada (adicdo ou nédo); ak = efeito
aleatorio do animal; pi = efeito aleatorio do periodo; BLjj = efeito da interacdo entre
incluséo de bagaco de malte e adicéo da levedura e € = erro residual associado a cada
observacao.

Quando a variavel em teste possuia medidas repetidas no tempo, dentro de um
mesmo periodo, o efeito fixo da unidade de tempo bem como suas interacdes foram
adicionados ao modelo estatistico:

Yijkim=p+ Bi+ Lj+ak+ pi+ Tm+ BLijj+ BTim + LTjm + BLTijm + Eijkim
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Em que:

Yijxm = variavel dependente; p = média geral; Fi = = efeito fixo do bagaco de
malte (incluséo ou n&o); L; = efeito fixo da levedura selenizada (adi¢do ou nédo); ak =
efeito aleatorio do animal; pi = efeito aleatdrio do periodo; Tm = efeito fixo do tempo (0,
2, 4, 6 e 8 h); BLjj = efeito da interacdo entre inclusdo de bagaco de malte e adigédo da
levedura; BTim = efeito da interagdo inclusdo de bagaco de malte e tempo, LTjm = efeito
da interacdo entre adicdo da levedura e tempo; BLTijm = efeito da interagdo tripla entre
inclusdo de bagaco de malte, adicdo da levedura e tempo e Eijm = erro residual
associado a cada observacéo.

Foram testadas varias estruturas de covaridncia de erros. A estrutura de
componentes de variancia utilizada foi antidependente de primeira ordem (ANTE(1)) e
foi selecionada com base no menor Critério de Informacdo Bayesiano. Quando houve
diferenca estatistica, o teste de Tukey foi utilizado para fornecer comparagdes multiplas.
As diferencas foram declaradas quando P < 0,05.

3. Resultados

A utilizacdo de bagaco de malte e a adicdo de Saccharomyces cerevisiae
selenizada ndo influenciaram na ingestdo da MS, MO, PB, EE, FDN e NDT (Tabela 3).
A incluséo de bagaco de malte reduziu a ingestdo de CNF (P<0,01), sendo que bovinos
alimentados com BM ingeriram 0,65 kg a menos desse nutriente em relacdo a bovinos
que receberam dieta sem esse ingrediente.

A adicdo de levedura viva selenizada nao alterou a digestibilidade da MS e dos
nutrientes (Tabela 4). A digestibilidade da MS, MO, CNF e o NDT das dietas com
incluséo de bagacgo de malte foram inferiores as dietas sem bagaco de malte (P<0,05). A
digestibilidade da PB, EE e da FDN ndo apresentaram diferencas com o uso ou nédo do
subproduto cervejeiro.

Independente da dieta, 0 protozoario do género Entodinium spp. foi o mais
observado, variando entre 87,6% a 92,8% do total de protozoarios identificados. A
utilizacdo de bagaco de malte na dieta de bovinos reduziu a populagdo de protozoarios
dos géneros Entodinium (P<0,05) e Isotricha (P<0,01; Tabela 5). As populacGes de
Dasytricha, Charonina, Metadinium e Eremoplastron ndo foram alteradas pela inclusao

de bagaco de malte e pela adicdo de levedura selenizada.
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Os valores de pH e N-NH3 ruminal ndo foram influenciados pela utilizagdo de
bagaco de malte e de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (Tabela 6). O
pH foi influenciado pelo tempo apds a alimentacdo (P<0,01;Figura 1A), enquanto que o
N-NHz apresentou efeito para tempo, bem como interagéo entre o tempo e a incluséo de
bagaco de malte (P<0,05). Bovinos alimentados com bagaco de malte apresentaram
menores concentracbes de N-NHs ruminal as 2 h apés a alimentacdo em comparacdo a
dieta sem esse ingrediente (Figura 1B).

A adicdo de Saccharomyces cerevisiae ndo influenciou a propor¢do dos AGV e
nem na producdo de AGV (Tabela 6). A incluséo de bagaco de malte reduziu a
producdo de AGV e a proporcéo de isovalerato (P<0,05), mas néo alterou as proporgoes
de acetato, propionato, butirato, isobutirato e valerato. O tempo, ap6s arragoamento,

influenciou as concentracdes de acetato, propionato e butirato (P<0,01; Figura 2).

4. Discussao

4.1. Ingestéo e digestibilidade dos nutrientes

A adicdo de Saccharomyces cerevisiae ndo influenciou na ingestdo de MS e dos
nutrientes avaliados. O aumento na ingestdo de nutrientes com adic¢éo da levedura viva
normalmente estd associado a melhorias na digestibilidade da fibra (Abd EI-Ghani,
2004), fato que ndo ocorreu nesse estudo. Este resultado confirma o reportado em outros
trabalhos que utilizaram levedura e observaram auséncia de efeito sobre a ingestédo de
nutrientes (Bayat et al., 2015; Bitencourt et al., 2011; Bruno et al., 2009; Leicester et al.,
2016).

A inclusdo de bagaco de malte ndo interferiu nas ingestées de MS, PB, EE, FDN,
0 que pode estar associado ao baixo percentual de inclusdo desse subproduto e também
ao baixo nivel de ingestdo. Normalmente, animais submetidos a um elevado nivel de
inclusdo ou com elevado nivel de ingestdo de MS em relacdo ao PC, apresentam
limitacdo no consumo devido ao elevado contetdo de fibras presentes no bagago de
malte (Faccenda et al, 2017; Silva et al., 2010), entretanto, em animais em mantenca,
esse subproduto ndo tem causado tal efeito. Este resultado corrobora com o observado
por Geron et al. (2008) que ndo evidenciaram efeito na ingestdo de MS e dos nutrientes

ao incluir niveis de até 24% de bagaco de malte fermentado na dieta de bovinos da raca
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Holandés, consumindo entre 1,5% a 1,7% do peso corporal (PC). Duthie et al. (2015)
também n&o observaram diferencas na ingestdo de MS de vacas Limousin alimentadas
com 22% de inclusédo de bagaco de malte imido ao nivel de ingestao de 1,3% a 1,6% do
PC.

Devido a menor concentracdo de CNF do bagaco de malte (12,9%) em relacéo ao
farelo de soja (35,4%) e também pela menor propor¢do de milho utilizada nas dietas
com o subproduto cervejeiro, a ingestdo de CNF foi inferior nos bovinos alimentados
com bagaco de malte. A baixa concentracdo de CNF no bagaco de malte se deve a
remoc¢do do amido da cevada durante a maltagem, visto que este nutriente é digerido por
amilases para produzir agucares mais simples que serdo utilizados pelas leveduras
durante a fermentacdo da cerveja (Gonzalez-Pereyra et al., 2011). Dessa maneira, 0S
CNF remanescentes no bagaco de malte, dentre os quais 0 amido, sdo mais resistentes a
digestdo o que provavelmente contribuiu para a reducéo na digestibilidade dos CNF e,
consequentemente, da MS das dietas contendo esse subproduto.

As digestibilidades da FDN, EE e da PB nao foram alteradas pela inclusdo de
bagaco de malte, de maneira que apenas a reducdo na digestibilidade dos CNF ndo foi
suficiente para afetar a ingestdo de NDT destas dietas. Esse resultado corrobora com
Geron et al. (2008) que também ndo relataram diferengas na digestibilidade da FDN, EE
e da PB ao incluir até 24% de bagaco de malte fermentado na dieta de bovinos.

A levedura viva ndo melhorou a digestibilidade da FDN, bem como de nenhum
dos nutrientes avaliados. Alguns estudos tém reportado melhorias no aproveitamento
dos nutrientes com a inclusédo de Saccharomyces cerevisiae (Desnoyers et al., 2009;
Marden et al., 2008), enquanto outros ndo observaram resultados significativos (Bayat
et al., 2015; Moallen et al., 2009; Salvati et al., 2015). Essa divergéncia de resultados
pode ocorrer devido a varios fatores que interferem na resposta da suplementacdo de
levedura, dentre os quais o tipo de forragem, teor de fibra da dieta, relacdo volumoso
concentrado, dose e cepa de levedura utilizada (Desnoyers et al., 2009; Guedes et al.,
2008; Yuan et al., 2015).

Em metanélise realizada sobre o utilizacdo de leveduras vivas em ruminantes,
Desnoyers et al. (2009) observaram que o aumento na digestibilidade da MO foi
positivamente correlacionada com a dose desse aditivo, e que o efeito da levedura sobre
essa varidvel aumentou com a propor¢do de FDN da dieta e reduziu com a proporg¢éo de
concentrado. Além disso, o efeito pode variar em funcdo da prépria digestibilidade da

forragem, sendo que uma melhoria mais efetiva na digestibilidade tem sido relatada
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guando se utilizou forragens de baixa qualidade (Guedes et al., 2008). Newbold et al.
(1995) testaram trés cepas de Saccharomyces cerevisiae sobre a degradabilidade
ruminal da MS em ovelhas e obtiveram maior taxa de degradacdo para a palha de

cevada, mas ndo observaram melhorias para o feno de azevém.

4.2. Parametros fermentativos do rimen

A populagdo de protozoarios presentes no ramen é influenciada pela producéo de
saliva, ingestdo de alimento e agua, e caracteristicas fisicas e nutricionais da dieta
(Arcuri et al., 2011). Independente da dieta, o protozoario do género Entodinium spp.
foi o mais observado. Esse resultado confirma o relatado por Williams e Coleman
(1992) que destacaram que esse género de protozoario ciliado é um dos mais
comumente observado em diferentes espécies de ruminantes.

Os géneros Entodinium e Isotricha apresentaram reducdo quando 0s animais
foram alimentados com dietas contendo bagaco de malte. O aumento na concentracdo
de FDN e reducdo da ingestdo de CNF das dietas com bagago de malte pode ser uma
das possiveis explicacbes para esse resultado, considerando que 0s protozoérios,
principalmente os do género Entodinium, possuem elevada capacidade de digerir
granulos de amido como fonte de energia para seu crescimento (lgbal et al., 2018).
Wang et al. (2009) observaram aumento na populacdo de Entodinium e Isotricha
quando o conteudo de FDN decresceu, o que confirma que o valor de FDN impacta
sobre a populacdo desses géneros de protozoarios.

A utilizacdo de bagaco de malte e a adicdo de Saccharomyces cerevisiae nao
influenciaram o pH ruminal. A auséncia de efeito da levedura pode estar relacionada a
dose insuficiente ou a elevada quantidade de fibras presente na dieta, uma vez que 0s
efeitos deste aditivo sobre o pH ruminal foram positivamente correlacionado com a
dose utilizada e com o nivel de concentrado na dieta, e negativamente correlacionada
com a proporc¢do de FDN dietético (Desnoyers et al., 2009).

Outros estudos também ndo observaram efeitos no pH ruminal ao incluir levedura
viva na dieta de vacas em lactacdo (Bayat et al., 2015; Bitencourt et al., 2011; Hristov et
al., 2010; Salvati et al., 2015) e destacaram que a auséncia de efeito ocorreu em fungédo
das leveduras serem mais eficientes em condigdes de acidose ruminal (Bayat et al.,

2015), condicdo esta que ndo ocorreu nesse experimento. De acordo com Doreau e
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Jouany (1998), a adi¢do de Saccharomyces cerevisiae ndo modifica o pH médio, apenas
impede o declinio no pH no rdmen, através da reducéo no acimulo de &cido latico por
beneficiar o crescimento de bactérias utilizadoras desse acido, como as Selenomonas
spp, Anaerovibrio spp, Megasphaera spp e Propionibacterium spp, (Wallace, 1994).

A adicdo de Saccharomyces cerevisiae ndo teve efeito na concentracdo de N-NHs
ruminal. Alguns estudos reportaram redugdo no N-NHs do ramen ao utilizar levedura, e
destacaram que esse efeito ocorreu devido a esse probidtico beneficiar o crescimento de
bactérias fibroliticas que possuem elevada preferéncia por amoénia como fonte de
nitrogénio para a sintese de suas proteinas (Hristov et al., 2010). No entanto, esse fato
ndo foi observado no presente estudo, o0 que sugere a auséncia de efeito da
Saccharomyces cerevisiae sobre os microrganismos fibroliticos, uma vez que a
digestibilidade da FDN também nao foi alterada.

A concentracdo de amodnia ruminal teve interacdo entre a inclusdo de bagaco de
malte e os tempos. Antes da alimentacdo e nos horarios das 4, 6 € 8 h apos o
arragcoamento a concentracdo de N-NHz ruminal das dietas com bagaco de malte foram
semelhante as dietas sem esse subproduto, corroborando com outros estudos que
observaram auséncia de efeito nos valores da aménia quando o bagaco de malte tmido
foi adicionado na dieta de vacas leiteiras (Chiou et al., 1998; Miyazawa et al., 2007).
Todavia, as duas horas ap6s a alimentacdo, horario em que ocorreu 0 pico da
concentracdo de amonia, os animais alimentados com bagaco de malte apresentaram
menores valores de amoénia, em relacdo aos animais alimentados sem bagaco.

Esse resultado, provavelmente, ocorreu devido & maior degradabilidade ruminal
da proteina do farelo de soja em relacdo ao bagaco de malte. Geron et al. (2007)
destacaram que a degradabilidade potencial da proteina do farelo de soja foi de 97%,
enguanto que a do bagaco de malte imido foi de apenas 65%. Essa diferenca se deve ao
fato desse subproduto apresentar composicdo protéica predominantemente composta
por hordeinas e glutelinas que sdo proteinas insolUveis e de menor degradabilidade
ruminal (Clark et al., 1987). Durante o processo de maltagem e mostura da cerveja, as
fracOes de proteinas sollveis sdo removidas, pois a globulina da cevada dissolve-se
durante a formagédo do mosto e as albuminas sdo completamente precipitadas durante a
fervura (Steiner et al., 2011). As hordeinas sdo parcialmente degradadas, sendo que
menos da metade da quantidade presente na cevada original passa para 0 BM (Celus et
al., 2006), enquanto as glutelinas ndo séo quebradas e passam inalteradas para o bagaco

de malte, pois possuem fraca solubilidade de seus componentes (Steiner et al., 2011).
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Polan et al. (1985) avaliaram a inclusdo de bagaco de malte imido e seco e relataram
menores concentragdes de amonia ruminal com o bagaco em relagcdo ao farelo de soja,
independente da forma de utilizac&o.

A producdo de AGV totais do rimen em animais suplementados com levedura
tem sido associada ao aumento da digestibilidade da fibra proporcionada pelo
crescimento populacional das bactérias fibroliticas (Bitencourt et al., 2011). Entretanto,
no presente estudo, a adicdo de Saccharomyces cerevisiae ndo apresentou efeitos
positivos na digestibilidade dos nutrientes, ndo influenciando a concentracdo de AGV
totais e no percentual de acetato, propionato, butirato e &cidos graxos de cadeia
ramificada.

A inclusdo de bagaco de malte reduziu a concentracdo de AGV totais, mas ndo
influenciou o percentual e a propor¢cdo molar de acetato, propionato e butirato. Menor
concentracdo de AGV totais, provavelmente, estd relacionada ao menor teor e
digestibilidade dos CNF na dieta com bagaco de malte. Duthie et al. (2015) obtiveram
aumento na concentracdo de acetato e reducdo de propionato, quando incluiram 22,6%
de bagaco de malte tmido na MS da dieta de vacas de corte e sugeriram que esse efeito
ocorreu devido ao maior teor de FDN dessas dietas. A auséncia de efeito do bagaco de
malte sobre as concentragcbes de acetato e propionato nesse estudo, possivelmente
ocorreu devido ao menor percentual de inclusdo desse ingrediente na dieta que foi de
11,7% na MS.

Os percentuais de isovalerato e valerato presentes no fluido ruminal ndo foram
influenciados pela utilizacdo do bagaco de malte na dieta, entretanto o percentual de
isobutirato reduziu com a inclusdo do subproduto cervejeiro. Estudos apontam que o
maior suprimento de proteina degradavel no rimen aumenta a deaminacdo de
aminoéacidos e a producdo de acidos graxos de cadeia ramificada nesse compartimento
(Colmenero e Broderick, 2006). Desse modo, a reducdo do percentual de isobutirato
pode estar associada a menor degradabilidade ruminal da proteina do bagaco de malte,
corroborando com as menores concentra¢fes de nitrogénio amoniacal observadas para

essas dietas, no horario das duas horas apos a alimentacéo.
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5. Conclusao

A utilizacdo de Saccharomyces cerevisiae selenizada na dieta de bovinos néo foi
vantajosa, pois ndo melhorou a digestibilidade da fibra e os parametros de fermentacéo
ruminal.

A inclusdo de bagaco de malte seco na dieta de bovinos ndo comprometeu a
ingestdo de nutrientes digestiveis totais, pH ruminal e a concentracdes de acetato,
propionato e butirato, quando incluido em 11,7% da MS na dieta de animais em

mantenca.
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Tabela 1: Composi¢do nutricional (g/kg de matéria seca) dos ingredientes das dietas
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Ingredientes Bagaco de Farelo de Milho Feno de
malte seco soja Tifton
MS (g/kg de matéria verde) 898 881 864 852
MO 951 935 989 931
PB 187 456 84,7 87,7
PIDN 69,9 47,4 9,15 41,8
PIDA 32,2 30,0 7,24 8,73
EE 48,8 10,6 35,4 13,3
FDN 675 140 107 778
FDNcp 586 113 102 725
CNF! 129 354 767 105

MS: matéria seca; MO: matéria organica; PB: proteina bruta; PIDN: proteina insolivel em detergente

neutro; PIDA: proteina insolivel em detergente acido; EE: extrato etéreo; FDN: fibra em detergente

neutro; FDNcp: fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina; CNF: carboidrato ndo fibroso.

ICNF = (100 — (PB + EE + MM)) — FDNcp.
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Tabela 2: Ingredientes e composi¢do nutricional (g/kg de matéria seca) das dietas
experimentais sem ou com incluséo do bagaco de malte seco (BM)

Ingredientes Dietas

Sem BM Com BM
Feno de Tifton 600 600
Milho moido 320 234
Farelo de soja (FS) 70 39
Bagaco de malte (BM) - 117
Suplemento mineral® 10 10

Composicdo nutricional

Matéria seca (MS) (g/kg de matéria verde) 861 864
Matéria organica (MO) 940 937
Proteina bruta (PB) 112 112
Proteina degradavel no rimen? (PDR) 78,0 73,9
Proteina ndo degradavel no rimen? (PNDR) 34,0 37,9
Extrato etéreo (EE) 22,3 23,4
Fibra em detergente neutro (FDN) 528 591
FDN corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) 490 545
Carboidratos no fibrosos® (CNF) 316 256
Energia liquida? (Mcal/kg) 1,47 1,42

1Composicédo quimica (quantidades/kg de produto comercial): Ca: 130 g; P: 65 g; Co: 60 mg; Mg: 5 g;
Mn: 1000 mg; Zn: 3000 mg; Se: 10 mg; I: 65 mg; S: 12 g; Fe: 1200 mg; Cu: 1000 mg; Na: 120 g
2Estimado pelo NRC (2001)

SCNF = (100 — (PB + EE + MM) ) — FDNcp
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Tabela 3 — Ingestdo de matéria seca e dos nutrientes (kg/d) de bovinos alimentados com

dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem adicdo de

Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BMx
Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
IMS 9,58 9,13 9,43 8,95 056 0,14 0,56 0,97
IMO 9,03 8,58 8,88 8,41 053 0,12 0,56 0,97
IPB 1,07 1,03 1,05 1,02 0,07 0,28 0,57 0,93
IEE 0,21 0,21 0,20 0,21 0,02 0,16 0,72 0,58
IFDN 4,44 4,72 4,40 4,58 029 025 0,62 0,77
ICNF 3,30 2,61 3,21 2,60 0,18 <0,01 0,51 0,57
INDT 6,63 591 6,26 5,86 047 007 044 0,56

EPM: Erro padrdo da média; IMS: ingestdo de matéria seca; IMO: ingestdo de matéria organica; IPB:

ingestdo de proteina bruta; IEE: ingestdo de extrato etéreo; IFDN: ingestdo de fibra em detergente neutro;

ICNF: ingestdo de carboidratos ndo fibrosos; INDT: ingestdo de nutrientes digestiveis totais
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Tabela 4 — Digestibilidade da matéria seca e dos nutrientes e teor de nutrientes

digestiveis totais (g/kg de MS) das dietas de bovinos contendo ou ndo bagaco de malte

seco (BM) e com ou sem adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio

(SCSe)
Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BM x
Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
DMS 678 615 649 631 170 0,01 055 0,06
DMO 716 662 689 674 16,0 0,04 060 0,19
DPB 706 669 673 691 218 045 0,66 0,06
DEE 754 732 736 736 939 0,38 053 0,37
DFDN 635 625 600 608 180 099 0,17 0,59
DCNF 824 752 811 774 17,7 <0,01 0,71 0,14
NDT obs.! 691 642 665 651 158 0,04 053 0,22

EPM: Erro padrdo da média; DMS: digestibilidade da matéria seca; DMO: digestibilidade da matéria

organica; IPB: digestibilidade da proteina bruta; DEE: digestibilidade do extrato etéreo; DFDN:

digestibilidade da fibra em detergente neutro; DCNF: digestibilidade dos carboidratos néo fibrosos; NDT

obs: nutrientes digestiveis totais observado
INDT = (PBd + (EEd x 2,25) + CNFd + FDNd)
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Tabela 5 — Populacdo de protozoarios de bovinos (Log 10/mL conteddo ruminal)
alimentados com dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem

adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BM x

Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
Entodinium 5,99 5,75 5,90 575 009 0,01 047 042
Dasytricha 2,34 3,37 2,92 210 1,18 0,90 0,66 0,28
Isotricha 4,42 4,02 4,26 3,93 0,12 <0,01 023 0,71
Charonina 2,89 1,17 3,04 319 106 035 0,22 0,28
Metadinium 2,77 2,82 2,80 2,70 093 0,71 053 0,36
Eremoplastron 3,14 4,07 4,47 4,35 059 0,50 0,21 0,39

EPM: Erro padrdo da média
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Tabela 6 — Valores de pH, nitrogénio amoniacal e acidos graxos volateis de bovinos
alimentados com dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem

adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe)

Variaveis Sem SCSe Com SCSe EPM BM SCSe BM x

Sem BM Com BM Sem BM Com BM SCSe
pH 6,52 6,70 6,55 6,56 0,10 0,16 044 0,24
N-NH3 (mg/dL) 13,4 12,1 13,8 124 137 0,15 0,70 0,97
AGV (mM) 83,2 76,5 82,3 74,3 583 0,05 0,67 0,86

Acidos graxos volateis (% do AGV)

Acetato 71,2 71,4 70,0 71,0 0,79 054 043 0,70
Propionato 15,5 16,2 16,17 164 0,76 0,33 0,45 0,68
Butirato 9,16 8,79 9,66 863 042 0,17 0,74 0,52
Isobutirato 1,06 1,01 1,14 1,09 0,04 025 0,07 0,86
Isovalerato 1,93 1,46 1,90 166 014 <0,01 0,43 0,28
Valerato 1,05 1,00 1,04 1,10 0,07 0,97 0,61 0,60

EPM: Erro padrio da média; N-NHs: nitrogénio amoniacal; AGV: Acidos graxos volateis.
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Figura 1 — Valores de pH (A) e nitrogénio amoniacal (B) ruminal de bovinos
alimentados com dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM) e com ou sem

adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe) nos tempos ap6s o
alimentacéo
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Figura 2 — Concentracdo ruminal de acetato (A), propionato (B) e butirato (C) de
bovinos alimentados com dietas contendo ou ndo bagaco de malte seco (BM), com ou
sem adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio (SCSe) nos tempos

apos o alimentagéo



V. CONSIDERACOES FINAIS

A adicdo de Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio ndo melhora a
producdo e a estabilidade oxidativa do leite, bem como também ndo proporciona
beneficio na digestibilidade da fibra das dietas de vacas em lactacdo e bovinos em
mantenca. Desse modo, a Saccharomyces cerevisiae ndo foi eficiente em maximizar o
aproveitamento do bagaco de malte pelos bovinos, embora estudos prévios mostram que
a acdo da Saccharomyces cerevisiae € mais eficiente em dietas com maiores teores de
fibras.

A inclusédo de 24,1% de bagago de malte seco na dieta de vacas em lactacdo com
producdo media de 30 litros/dia reduz a ingestdo e a digestibilidade dos nutrientes e os
teores de gordura e proteina do leite, impactando negativamente na producédo de leite
corrigida para energia. O elevado teor de fibra (60 - 67% de FDN) e baixo valor
energético (64 - 66% de NDT) desse subproduto sdo os principais fatores que limitam
sua utilizacdo na dieta de vacas lactantes, quando incluido na dieta em detrimento ao
concentrado.

Quando utilizado na dieta de bovinos em mantenca, a inclusdo de 11,7% de
bagaco de malte seco ndo interfere na ingestdo dos nutrientes totais, pH ruminal e nas
proporcdes dos principais acidos graxos volateis. Desse modo, esse subproduto se torna
uma alternativa alimentar na bovinocultura leiteira para categorias com menor exigéncia
energética (< 64% de NDT).
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