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Resumo

Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de Saccharomyces cerevisiae nos niveis 0; 0,2; 0,4 e 0,6 g/L,
sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), proteina bruta (DIVPB) e fibra em
detergente neutro (DIVFDN) em dietas contendo, na MS, 100, 75, 50 e 25% de capim coast-cross. O
delineamento foi inteiramente casualizado, com esquema fatorial 4x4. O liquido ruminal foi coletado
de um bovino canulado e os alimentos foram incubados por meio da técnica dos dois estagios (48
horas + 24 horas), utilizando-se o rumen artificial. Os dados foram interpretados por anélise de
variancia e estudos de regresséo. A elevacéo da levedura proporcionou aumentos nas DIVMS, DIVPB
e DIVFDN em todos os tratamentos, com excecao do nivel de 0,6 g/L nas dietas contendo 100, 75 e
50% de volumoso para DIVMS e DIVFDN, e 100 e 75% para DIVPB, as quais apresentaram
comportamento quadratico. Concluiu-se que, nas dietas com proporcao de volumoso igual ou superior
a 50%, a digestibilidade pode ser melhorada com a utilizacdo de levedura até o nivel de 0,4 g/L. Nas
dietas com mais de 50% de concentrado, a melhora na digestibilidade ocorre linearmente com a
elevacdo do nivel de levedura.

Palavras-chave: aditivos; bovino; probioticos; rimen; ruminantes.
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Abstract

The objective of this work was to evaluate the effect of Saccharomyces cerevisiae at levels 0; 0.2;
0.4 and 0.6 g/L on the in vitro digestibility of dry matter (IVDDM), crude protein (IVDCP) and
neutral detergent fiber (IVDNDF) in diets containing, in DM, 100, 75, 50 and 25% Cynodon dactylon
grass. The experimental design was completely randomized with 4x4 factorial scheme. The rumen
fluid was collected from a cannulated cattle and food were incubated by two stages technique (48
hours + 24 hours), in artificial rumen. The data were interpreted by analysis of variance and regression
studies. The elevation of the yeast has provided increases in IVDDM, IVDCP and IVDNDF in all
treatments, except at the level of 0.6 g/L in the diets containing 100, 75 and 50% roughage for
IVDDM and IVDNDF, and 100 and 75% for IVDCP, which presented quadratic behavior. We
concluded that in diets with proportion of roughage equal or above 50%, the digestibility can be
improved with the use of yeast to the level of 0.4 g/L. In diets with more than 50% of concentrate the
improvement in digestibility occurs linearly with increasing levels of yeast.

Keywords: addictive; bovine; probiotic; rumen; ruminants.
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Introducéo

Devido a imposi¢des da Unido Européia na alimentacdo animal, restringindo o uso de horménios e
substancias antimicrobianas, como os ion6foros®, a busca por aditivos alternativos eficazes tem se
intensificado. Nesse sentido, a utilizacdo de probioticos (microrganismos vivos) tem se acentuado,
em especial por afetarem beneficamente o hospedeiro melhorando o balango microbiano no rimen®
e, consequentemente, a eficiéncia alimentar® e o desempenho dos animais® 9.

As leveduras, Saccharomyces cerevisiae, sdo fungos que desempenham um papel fundamental na
digestdo de fibras®, pois estdo envolvidas na colonizacao inicial das particulas do alimento, facilitando
0 acesso das bactérias celuloliticas e hemicelulolicas as fracdes menos lignificadas. Alem disso, as
leveduras utilizam o oxigénio residual”, estabilizam o pH ruminal® e proporcionam condicoes ideais
para o desenvolvimento da microflora fibrolitica © 9. Callaway e Matin® ressaltam que a cultura de
leveduras também fornece fatores de crescimento, como o0s acidos organicos fumarato e malato; as
vitaminas do complexo B e o &cido para-aminobenzéico (PABA), que estimulam o crescimento das
bactérias ruminais que utilizam a celulose.

Deste modo, a adicdo de leveduras na dieta de ruminantes promove aumento na populagdo dos
microrganismos celuloliticos e melhora a degradabilidade da fracdo fibrosa®. Todavia, sdo
necessarios estudos para se determinar as possiveis interagdes existentes entre a quantidade do aditivo
em relacdo ao tipo de dieta.

Como os trabalhos conduzidos atraves de procedimentos in vivo sdo de alto custo e demandam muito
tempo, as técnicas de digestibilidade in vitro tornam-se uma excelente alternativa para auxiliar na
reproducdo dos eventos que ocorrem no animal; com a vantagem do controle do processo, além de
permitir um maior nimero de repetices nas avaliagcdes. Desse modo, objetivou-se com este trabalho
avaliar o efeito da adicdo de leveduras sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), da
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proteina bruta (DIVPB) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) em dietas contendo diferentes
relagdes de volumoso e concentrado.

Material e Métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental de Iguatemi e no Laboratorio de Anélises de
Alimentos e Nutricdo Animal, pertencentes ao Departamento de Zootecnia da Universidade Estadual
de Maringad (UEM). A determinacdo da digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS), da proteina
bruta (DIVPB) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) foi efetuada utilizando-se a técnica descrita
por Tilley e Terry? adaptada a um rGmen artificial desenvolvido pela ANKON®, conforme descrito
por Holden®®).

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
4x4, com 4 niveis de inclusdo de Saccharomyces cerevisiae (0; 0,2; 0,4 e 0,6 g/L) e 4 diferentes
relacfes de volumoso e concentrado, sendo as proporc6es de volumoso da dieta (100, 75, 50 e 25%.)
determinadas na base da matéria seca.

A cultura de levedura utilizada continha cepas vivas e vidveis da espécie Saccharomyces cerevisiae
(Biosaf®, SafAgri), contendo 10 bilhdes de unidades formadoras de colonias/grama do produto
(UFCl/qg).

O volumoso utilizado foi o feno de capim coast-cross (Cynodon dactylon). A ragdo concentrada era
composta de grdo de milho (85%) e farelo de soja (15%) (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e fibra em detergente neutro (FDN) dos
alimentos e das dietas, expressos na MS

Variaveis MS (%) PB (%) FDN (%)
Grio de milho 90,24 9.03 10,21
Farelo de soja 90,23 50,45 12,85
Feno de coast-cross 93,27 9,04 77,56
Dietas
100% Feno 93,27 9,04 71,56
75% Feno e 25% Racéio 92.68 10,68 60,94
50% Feno e 50% Ragao 92,15 12,00 44,47
25% Feno e 75% Ragao 92,69 13,58 30,04

Tabela 2: Composi¢io percentual dos ingredientes utilizados na confecgdo das dietas 100F (100%
feno), 75F (75% feno e 25% rag#do), SOF (50% feno e 50% raclo) e 25F (25% feno e 75% racéo),
expressos na matéria seca

Dietas - % !
Alimentos ’

100F 75F 50F 25F
Grio de milho - 21,25 42,50 63,75
Farelo de soja - 3,75 7,50 11,25
Feno de coast-cross 100,00 75,00 50,00 25,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

! Adigdo de 0; 0,2; 0,4 € 0,6 g de levedura Saccharomyces cerevisiae

O liquido ruminal foi obtido de um bovino leiteiro canulado no ramen e alimentado com dieta
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composta, na matéria seca, por 70% de silagem de milho e 30% de ragdo concentrada, elaborada com
50% de grédo de milho triturado, 35% farelo de soja, 10% de farelo de trigo e 0,5% de suplemento
vitaminico-mineral (Lactobovi®).

As coletas do liquido foram realizadas com o auxilio de uma bomba de vacuo acoplada a uma
mangueira, que foi introduzida no rimen entre a fase sélida e liquida, respeitando-se a proporcéo de
50% entre o material da fase solida e da liquida. Depois de realizada a coleta, o liquido ruminal foi
armazenado em garrafa térmica, previamente aquecida com agua quente a uma temperatura de 39
°C, saturada com CO; e imediatamente enviada ao laboratério de nutri¢do animal.

No laboratorio, o liquido ruminal foi homogeneizado, durante 30 segundos, com o uso de um
liquidificador pré-aquecido em banho-maria a 39 °C, com adicdo de CO., sendo, em seguida, coado
num recipiente com adi¢do de CO». Logo ap6s, 400 mL desse liquido ruminal foram transferidos para
jarros préprios do fermentador ruminal DAISY, para se realizar a determinacéo da digestibilidade in
vitro. Em seguida, foram adicionados 1.600 mL de solucdo tampéo, sendo os jarros selados apds a
adicdo de CO; por cerca de 30 segundos.

A solucdo tampdo, preparada em recipientes pré-aquecidos a 39 °C, foi composta pela mistura da
solugéo A: 10,0 g de KH2P04; 0,5 g de MgS04.7H20; 0,5 g de NaCl; 0,1 g de CaCl..2H.0 e 0,5 g de
uréia, por litro de solucdo; com a solucdo B: 15,0 g de Na.COz e 1,0 g de Na2S.9H.0 em 100 mL de
solugdo. A mistura foi feita respeitando-se a relacdo de 5:1, obtendo-se, assim, 1.330 mL de solucdo
A e 266 mL de solucdo B, com pH final de 6,8.

As amostras das dietas 100F (100% de feno), 75F (75% de feno e 25% de ragéo), 50F (50% de feno
e 50% de racdo) e 25F (25% de feno e 75% de racdo) foram moidas em peneira de crivo de Imm, e
uma aliquota de 0,25 g foi introduzida no interior de saquinhos de TNT (100 g/cm?) de tamanho de
5x5 c¢m, sendo identificados com tinta nanquim.

As incubacdes dos alimentos no fermentador ruminal DAISY foram realizadas em quatro etapas, em
funcdo da concentragéo de levedura, utilizando-se 20 repeti¢Oes para cada propor¢do de volumoso e
mais 4 brancos por incubacdo, num total de 96 amostras em cada etapa; totalizando, assim, 384
saquinhos incubados.

Em cada etapa, o material permaneceu incubado por 48 horas e, ao final desse periodo, iniciou-se 0
segundo estagio do método, com a adicdo, em cada jarro, de 30 mL de acido cloridricoa6 N e 8 g de
pepsina, na concentracdo de 1:10.000, dissolvida em 34 mL de agua destilada & 35 °C; reduzindo-se,
assim, o pH para 2 a 3,5. A temperatura foi mantida a 39 °C e as amostras permaneceram incubadas
por mais 24 horas.

Ao término desse periodo, os jarros foram drenados e os sacos lavados de 5 a 6 vezes com agua
destilada, no préprio jarro fermentador. O gas contido nos saquinhos foi removido com delicada
pressdo das maos sobre os mesmos. Em seguida os saquinhos foram colocados em estufa a 105 °C,
onde permaneceram por 8 horas.

Para as determinacgdes da matéria seca (MS) e proteina bruta (PB), foram utilizadas as metodologias
descritas pela AOAC™¥, enquanto as anélises de fibra em detergente neutro (FDN) foram realizadas
segundo metodologia descrita por Van Soest et al.*®. J4 as digestibilidades in vitro da matéria seca
(DIVMS), da fibra em detergente neutro (DIVFDN) e da proteina bruta (DIVPB) foram calculadas
pela diferenca entre a quantidade incubada e o residuo que ficou apés a incubacao, através da equagéo:
DIV nutrientes (%) = ((nutriente no alimento inicial x nutriente residual) / nutriente alimento inicial)
x 100.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 20 repeti¢cdes por tratamento, sendo
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adotado 0 modelo: Yijk = p + Ai + Cj + ACij + eijk, em que: Yijk = é o valor referente a dieta i, na
quantidade de Saccharomyces cerevisiae j, e repeticdo k; Ai = efeito da dietai,i=1,2,3e4;Cj=
efeito da quantidade de Saccharomyces cerevisiae j, j = 1, 2, 3 e 4; Acij = efeito da interacdo dieta i
e quantidade de Saccharomyces cerevisiae j; e Eijk = erro experimental, associado a cada observacao
Yijk. Os dados foram interpretados por analise de variancia e estudos de regressao, utilizando-se o
pacote Statistical Analysis System (SAS).

Resultados e Discussao

Ocorreu interacdo significativa (P<0,05) para a adigdo de levedura e a proporcdo de volumoso na
dieta. A adicdo de levedura proporcionou aumentos na digestibilidade dos nutrientes avaliados para
as dietas com 100, 75 e 50% de volumoso, com excec¢do para o nivel de 0,6 g para DIVMS, DIVPB
e DIVFDN (Tabela 3).

Tabela 3: Valores médios das digestibilidades in vifre da matéria seca (DIVMS), proteina bruta
(DIVPB) e fibra em detergente neutro (DIVFDN) das dietas, em funcio dos mniveis de
Saccharomyces cerevisiae

Niveis de Levedura — g/L.

Variaveis Média v P<
0 0,2 0,4 0.6
DIVMS
100F 47.22Db 48,29Db 50,96Da 45.86D¢c 48,08 11,28 00,0847
75F 56,81Cb 60,81Ca 56,34Chb 53,63Cc 59,15 6,63 (,0000
50F 73,.41Bab  74,23Bab 75,83Ba 72,58Bb 74,01 2,03 (,0000
25F 34,75Ab 85,72Aa 86,22Aa 87,33Aa 36,01 0,65 0,0000
DIVPE
100F 66,14Dd  78,84Da  76,39Dc  77,53Db 74,73 1,30  0,0006
75F 81.35Cb 84,28Ca 84,45Ca 78,90Cc 82,25 0,56 00,0007
50F 90,17Bc¢ 91,71Bb 92,10Bab 92,77Ba 91,69 0,61 00,0398
25F 093.93Ac 95,24Ab 05.40Aab  96,38Aa 05,26 0,63 0,0641
DIVFDN
100F 40,03Bb 42,44Cab 45,26Ca 36,78Cc 41,13 0,99 0,0001
75F 38,97Cb  43,99Ca  37,98Db  32,11Dc 38,27 0,91  0,0000
50F 42,12Bc = 49.49Bab  51,49Ba  47,82Bb 47,74 8,18  0,0239
25F 55,24Ac 56,09Abc 58,70Ab 62,98A8 58,26 3,37 0,0539

Medias seguidas pela mesma letra mimiseula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
Meédias seguidas pela mesma letra maitizcula na coluna nie diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

As digestibilidades das dietas com as propor¢des de volumoso de 100F; 75F e 50F apresentaram
comportamento quadratico com acréscimos na digestibilidade em até 0,4 g/L; os valores para 0,6 g/L
apresentaram reducdo media de 3,17%. Para a dieta com 25% de feno, a digestibilidade apresentou
efeito linear (Figura 1). Segundo Robinson e Erasmus®?, os efeitos da utilizacdo de leveduras sdo
altamente dependentes da dose e da dieta fornecida.

A DIVMS aumentou com a elevagdo dos niveis de concentrado na dieta, independente do nivel
de levedura adicionado (Figura 1). Lascano et al.*® avaliaram a adi¢do de Saccharomyces cerevisiae
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em dietas com alto e baixo teor de concentrado (60% e 20%, respectivamente) e observaram que a
adicao da levedura aumentou a digestibilidade da matéria seca, em dietas com menor proporcao de
volumoso. No presente trabalho o efeito foi oposto, ou seja, a adigdo de levedura proporcionou
aumento na DIVMS de forma mais efetiva nas dietas com maior propor¢do de volumoso
(principalmente 75F), até o nivel de 0,4 g/L (Figura 1). Yoon e Stern” associaram aumentos da
digestibilidade da MS a elevacao da digestibilidade da matéria organica, o que, em parte, pode ser
explicado pela digestdo e utilizacdo do amido ou agucares simples presentes na dieta, que sao
facilmente fermentaveis e possibilitam maior digestibilidade da matéria organica®®),

a0 +- 100F, ¥ = 46,68 +0,011x —0.000001x2 (R2= 0,69)

m - 75F, ¥'=57.42 + 0,0092x — 0,000014:2(R2 = 0.80)

265 .
Z 60 L/-\ A-50F, Y'=73,11 +0,0069%x — 00000062 (R%=0.73)
25

50 ._/._’/——o-\ * - 25F, Y = 84,77 +0,0021x (R2=0,58)
45

4] 0,2 0.4 0.6
Miveis de levedura{g)

Figura 1: Digestibilidade in vifro da matéria seca (DIVMS) de dietas contendo 100%
de feno (100F), 75% de feno e 25% de racio (75F), 50% de feno e 50% de racfio
(50F) e 25% de feno e 75% de racdo (25F) em funcio dos niveis de Saccharomyces
cerevisiae.

Callaway e Martin®V encontraram maiores efeitos da inclusdo de Saccharomyces cerevisiae para
dietas com maior proporcao de concentrados sobre o desenvolvimento de bactérias ruminais, com
aumento na taxa de degradacdo da celulose. Lila et al.*® encontraram aumento linear na DIVMS,
para dietas com proporc¢éo 60,5% de volumoso e 30,5% de concentrado, a medida que se aumentaram
as concentracdes de Saccharomyces cerevisiae de 0; 0,33; 0,66 e 1,32 g/L.

O aumento da digestibilidade da matéria seca pela inclusdo de levedura em até 0,4 g/L para as dietas
pode ser explicada pelas alteracdes nos padrdes de fermentacdo ruminal. De acordo com Robinson e
Erasmus“?, Goes et al.®) e Lila et al.*®, o ambiente ruminal é afetado favoravelmente pelas
leveduras, podendo influenciar nos valores de pH ruminal, o que favoreceria o0 desenvolvimento da
flora microbiana, principalmente as bactérias celuloliticas. Lila et al.* relataram aumento linear do
namero total de bactérias e de bactérias celuloliticas, com a adi¢do de leveduras, o que estimularia da
degradacéo da celulose. Como a cultura de levedura é associada com uma reducéo do lag time, espera-
se aumento na taxa de digestdo, mas nao na extensao da digestao, pelos microrganismos ruminais.
Entretanto, Lynch e Martin®® avaliaram os efeitos da adigdo da cultura de Saccharomyces cerevisiae
(0,35 ou 0,73 g/L) sobre a fermentacdo ruminal de milho moido, feno de alfafa e feno de capim
bermuda e ndo encontraram efeito significativo sobre a digestibilidade in vitro da matéria seca
(DIVMS), sendo que a concentragdo de 0,73 g/L reduziu as concentracGes de lactato, o que pode
explicar os valores obtidos neste trabalho para as concentracdes de 0,4 g/L.

Chaucheyras-Duran et al.??) investigaram o efeito da adigio de leveduras na dieta e concluiram que
a mesma foi capaz de alterar o balango microbiano e preservar a populagdo celulolitica para dietas
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contendo elevadas quantidades de carboidratos rapidamente fermentados no rimen; possivelmente
devido a afinidade aerébia melhorando o ambiente ruminal pela remoc¢éo do oxigénio do meio.

A adicédo de levedura influenciou significativamente (P<0,05) a digestibilidade in vitro da fibra em
detergente neutro (DIVFDN) para todas as dietas (Figura 2).

+- 100F, ¥ = 39,45 + 0,01867x — 0,000017x2 (R2=

50 - 081)
45 -
m - 75F, ¥ = 39,52 + 0,0138x — 0,000017x2 (R =

DIVFDN (%)

'y
=]

- 0.91)
EL : 1 _ ot — _ 1 MRI=
o 0.2 0.4 06 A- 50F, Y = 42,11 + 0,0255x — 0,000017% (R
Wiveis de levedura (/L) 9,99}

% - 25F, ¥ = 54,38 + 0,0065x (R*=092)

Figura 2: Digestibilidade in vifro da FDN (DIVFDN) de dietas contendo 100% de
feno (100F), 75% de feno e 25% de racdo (75F), 50% de feno e 50% de racio
(50F) e 25% de feno e 75% de racdo (25F) em funcdc dos niveis de
Saccharomyces cerevisiae.

O maior efeito na DIVFDN de 22% para o nivel 04g/L ocorreu na dieta 50F (aumento), enquanto as
demais dietas apresentaram elevacgdes semelhantes na digestibilidade (13,0; 12,9 e 14,0% para 0s
niveis 0,4; 0,2 e 0,6 g/L, nas dietas 100F, 75F e 25F, respectivamente). A maior digestdo da fracdo
fibrosa pode ser decorrente da utilizacdo do amido, presente na dieta, e da remocao de substratos
facilmente fermentaveis do meio que provocam aumento na digestibilidade da fibra*® 22,

O aumento da digestdo da fracdo fibrosa em animais alimentados com leveduras na dieta pode ser
decorrente do aumento do nimero total de bactérias ruminais que melhorariam a degradacao da fibra
e o fluxo de proteina microbiana ruminal®® 19, A adicio de leveduras maximizaria a degradacéo da
fibra associada a estimulacdo da atividade bacteriana, sem alterar a acdo dos fungos e dos
protozoarios®?3 19,

A digestibilidade in vitro da proteina bruta (DIVPB) foi influenciada significativamente pela adi¢édo
de levedura para as proporcdes de volumosos de 100, 75, 50 e 25F (P<0,05). As equacdes de regressao
para a digestibilidade in vitro da proteina bruta (DIVPB) sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3: Digestibilidade in vifro da proteina bruta (DIVPB) de dietas contendo
100% de feno (100F), 75% de feno e 25% de racio (75F), 50% de feno e 50% de
racdo (50F) e 25% de feno e 75% de racdo (25F) em funcio dos niveis de
Saccharomyces cerevisiae.

Para todos os niveis de leveduras estudados, as dietas com maiores proporcGes de concentrado
apresentaram as maiores digestibilidades. A medida que se aumentou o concentrado na dieta, ocorreu
incremento médio de 27,51% para o tratamento 25F em comparacéo ao tratamento 100F.

Barbosa et al.®) destacaram que em ensaios in vitro a adicdo de leveduras proporciona aumento da
atividade de bactérias proteoliticas, bem como da concentracdo de nitrogénio amoniacal, o que pode
ter favorecido a maior digestibilidade da proteina (Figura 3).

Wiedmeier et al.®¥, estudando vacas leiteiras gestantes e lactantes, recebendo dietas com 50% de
concentrado, testaram os efeitos da cultura de leveduras sobre a digestibilidade ruminal e encontraram
efeito significativo sobre a digestibilidade da proteina bruta com a adicdo de 90g/dia. Erasmus et
al.®, estudando vacas em lactag&o, que recebiam 2 dietas, com adi¢o de levedura (10 g/dia) e sem
adicdo de leveduras, também relataram um aumento significativo na digestibilidade da proteina bruta.
Pereira et al.®® observaram que a suplementacéo de leveduras ndo influenciou os coeficientes de
digestibilidade dos nutrientes, inclusive da proteina bruta de novilhos holandés-zebu, recebendo
dietas a base de cana-de-agucar, constituidas por dois niveis de leveduras, 0 e 10g/dia. Resultado
semelhante quanto a adicdo de leveduras sobre digestibilidade dos nutrientes tambeém foi relatado por
Lila et al.(9),

Goes et al.®), revisando diversos trabalhos sobre a adi¢éo de levedura em ruminantes, destacaram que
as concentracdes de NHz sdo reduzidas em dietas com leveduras, o que pode ser devido a maior
incorporacdo deste pelas bactérias ruminais, para sintese de proteina microbiana, o que, por sua vez,
gerou um aumento do fluxo de N ndo-amoniacal e também do fluxo de N microbiano.

Conclusodes

A inclusdo de niveis crescentes de concentrado elevou a digestibilidade in vitro de nutrientes. A
adicdo de leveduras melhorou a digestibilidade in vitro de nutrientes para os niveis mais elevados de
concentrado.
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