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RESUMO

Nove novilhas, com canula ruminal (510 kg), foram avaliadas quanto a
resposta a suplementacdo com S. cerevisiae autolisada (Levabon Rumen,
Biomin Nutricdo Animal, Piracicaba, SP). Receberam uma sequéncia de trés
tratamentos, em delineamento quadrado latino 3x3, durante periodos de 35 dias.
Os tratamentos foram: 0 g/d, 10 g/d e 30 g/d, fornecidos através da canula duas
vezes por dia, juntamente com a dieta basal. A dieta em % da matéria seca (MS)
continha: 51,8 de silagem de milho e 48,2 de concentrado, com 15 % de proteina
bruta (PB), 34 % de fibra em detergente neutro (FDN) e 39 % de carboidrato nao
fibroso (CNF). Foi induzida queda no pH ruminal, no dia 34 de cada periodo,
por remogao da alimentagdo, 6 h apds o fornecimento, e alimentagdo ad libitum,
no dia 35. O pH do ramen foi avaliado nos dias 28 e 35 as 0, 3, 6,9, 12, 18 ¢ 24
horas apos a alimentagdo; a concentracdo de amonia e o nitrogénio ureico no
plasma (NUP) foram avaliados, simultaneamente, no dia 28; dia em que foram
avaliados também os acidos graxos de cadeia impar. O feno de tifton foi
incubado in situ, nos dias 30 a 33. A digestibilidade aparente no trato digestivo
total da MS foi feita por coleta total de fezes, nos dias 31 a 33. Simultaneamente
a urina foi coletada e utilizada para estimar a produgdo microbiana ruminal, por
meio da excrecdo de alantoina. Os modelos estatisticos possuem efeito de
periodo, de novilha e de tratamento; alguns, também, com efeito de tempo e de
interagdo tempo tratamento. Os contrastes pré-planejados foram: TO x T10 e TO
x T30. O pH ruminal ndo respondeu aos tratamentos. O protocolo foi eficiente
em causar acidose subaguda, onde o pH permaneceu em média por 11,28 h
abaixo de 5,8 no dia 35. A excrecdo urinaria de alantoina em mmol/d foi: 53,3
em TO; 60,5 em T10 (P=0,50) ¢ 77,6 em T30 (P=0,04). Houve tendéncias para
aumento no kd da fragdo B, do feno de tifton, no T30 para MS (P=0,07) e para
FDN (P=0,06). A digestibilidade total da MS foi (% do consumo): 67,3 em TO,



68,4 em T10, 69,5 em T30 (P>0,28). Nos dias 28 a 33, a ingestdo de MS foi
aumentada de 11,7 kg/d para 12,5 em T10 (P=0,04), mas nenhuma resposta foi
induzida para T30 (P=0,88). A concentracdo de amoénia ruminal ndo diferiu
(P>0,58), enquanto o NUP (mg/dL) foi: 17,5 em TO, 18,5 em T10 (P=0,14) ¢
19,1 em T30 (P=0,03). O T10 induziu uma curva de NUP mais plana, ao longo
do dia, em relacdo a TO e T30. Os picos de amodnia no rimen, posteriores a
alimentagdo da manha, induziram picos de NUP, enquanto os picos noturnos
foram seguidos de diminui¢do do NUP. T10 e T30 aumentaram a concentragao
de iso C17:0, tenderam a aumentar iso C17:0 + iso C15:0. A suplementagdo com
levedura autolisada induziu o crescimento de bactérias celuloliticas e a producgio
microbiana. Além de aumento numérico e dose dependente quanto a

digestibilidade.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Produ¢do microbiana. Rumen.



ABSTRACT

Response to autolyzed S. cerevisiae supplementation (Levabon
Rumen, Biomin) was evaluated. Nine ruminally cannulated heifers (510kg)
received a sequence of treatments in 35-d period, 3x3 Latin Squares. Treatments
were 0, 10 or 30g/d, given twice daily via cannula. A TMR was individually fed
twice a day: 51.8% corn silage, 48.2% concentrate, 15% CP, 34% NDF, 39%
NFC. Low ruminal pH was induced by feed removal at 12h post-morning
feeding on d 34 and ad libitum feeding on d 35. Ruminal pH was evaluated on d
28 and 35 at 0, 3, 6, 9, 12, 18 and 24h post-feeding, and ruminal ammonia and
PUN simultaneously on d 28. Tifton was incubated in situ over time on d 30 to
33. Total tract digestibility of DM was done by total collection of feces on d 31
to 33, simultaneously to urine sampling to estimate the relative rumen microbial
yield by allantoin excretion. Statistical models had the effects of heifer, period
and treatment; some had time and time by treatment interaction. Preplanned
contrasts were: TO vs. T10 and TO vs. T30. Ruminal pH did not respond to
treatments (P > 0.20), neither protozoa count (P > 0.24). Mean and minimum pH
were 6.45 and 6.01 on d 28, and 6.16 and 5.38 on d 35, respectively, nadir was at
12h post-feeding. Urinary allantoin excretion was (mmoles/d): 53.3 on TO, 60.5
on T10 (P =0.50), 77.6 on T30 (P = 0.04). There were trends for increased kd of
Tifton B fraction on T30 for DM (P = 0.07) and NDF (P = 0.06). Total tract DM
digestibility was (% of intake): 67.3 on TO, 68.4 on T10, 69.5 on T30 (P > 0.28).
Days 28 to 33 DMI was increased from 11.7kg/d to 12.5 on T10 (P = 0.04), but
T30 induced no response (P = 0.88). Day 35 DMI was: 17.0 on TO, 17.2 on T10,
16.4 on T30 (P > 0.43). Ruminal ammonia concentration did not differ (P >
0.58), but PUN was (mg/dL): 17.5 on TO, 18.5 on T10 (P = 0.14), 19.1 on T30
(P =0.03). T10 induced a flattened PUN curve along the day. Ruminal ammonia

peaks posterior to the morning feeding induced PUN peaks, while the evening



ammonia peak was associated to decreasing PUN concentration. Autolyzed
yeast supplementation induced positive dose dependent responses in rumen
microbial yield, digestion and DMI. Ruminal pH regulation by yeast was not a

plausible mechanism for the response.

Key-words: Saccharomyces cerevisiae. Microbial Yield. Rumen.
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1 INTRODUCAO

Leveduras sdo organismos eucariotos unicelulares do reino dos fungos. A
levedura mais comumente utilizada em nutricdio de ruminantes ¢ a
Saccharomyces cerevisiae, coproduto da fermentagdo dos agucares da cana na
industria sucroalcooleira. A producao de levedura para suplementacdo animal a
partir da cana-de-agucar ¢ efetiva tanto quantitativa quanto financeiramente
(YAMADA et al., 2003). Seu uso como promotor da digestdo ruminal e da
imunidade em substitui¢do a promotores quimicos do desempenho ¢é coerente a
tendéncia naturalista do mercado consumidor de produtos de origem animal, por
ser um aditivo reconhecidamente seguro.

Leveduras podem atuar positivamente sobre o consumo ¢ o desempenho
de vacas leiteiras (DESNOYERS et al., 2009) e sobre a incidéncia de diarreia
em bezerros (MAGALHAES et al., 2008). A suplementagio com leveduras pode
melhorar a colonizagdo de particulas alimentares no ramen e acelerar o
crescimento de bactérias celuloliticas e das utilizadoras de lactato
(CHAUCHEYRAS-DURAND; WALKER; BACH, 2008). Pode induzir ganho
em pH ruminal (BACH et al., 2007) e em digestibilidade da fibra
(BITENCOURT et al., 2011).

Os produtos comerciais que contém leveduras sdo compostos de leveduras
vivas ou misturas em distintas propor¢des de leveduras vivas e mortas, na
presenca ou nao do meio de cultivo. Uma outra classe de produto ¢ a levedura
autolisada. A autélise induzida industrialmente por mecanismo intracelular
(ZHAO; FLEET, 2003; POZO-DENGRA et al., 2006) teoricamente
disponibiliza componentes da levedura capazes de estimular a fermentacdo
ruminal, como peptideos, aminoacidos, vitaminas, minerais e acidos organicos

(GANNER et al., 2012).
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Com este trabalho objetivou-se avaliar o efeito de doses de levedura
autolisada de cana-de-acucar sobre a fermentacdo ruminal e a digestibilidade em

novilhas fistuladas no rimen.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Producao da levedura de cana-de-acgUcar

Introduzida no periodo colonial, a cana-de-agucar transformou-se em uma
das principais culturas da economia brasileira, tornando o Pais lider mundial na
producdo de agucar e etanol. O etanol brasileiro conta com proje¢des positivas
de producdo estimadas para 2019 em 58,8 bilhdes de litros (BRASIL, 20097?). O
crescimento previsto na produgdo de etanol aumentard a produgdo da levedura
de cana-de-agucar. Sua recuperagdo, como coproduto de industrias
sucroalcooleiras, rende cerca de 25 g de levedura seca por litro de alcool
produzido (HISANO et al., 2008). Dessa forma, a producdo brasileira estimada
de levedura podera ultrapassar 1,5 milhdo de toneladas em 2019.

Durante a fabrica¢do do etanol, o produto alcodlico formado é filtrado
para separagdo do material denominado leite de levedura, que contém elevada
concentragdo de alcool e de outros contaminantes do mosto de fermentagdo
(YAMADA et al., 2003). O leite de levedura pode ser processado por diferentes
rotas. De acordo com Yamada et al. (2003), os contaminantes sdo eliminados,
em boa parte, por lavagens com agua. Sgarbieri et al. (1999) sugeriram que a

centrifugacdo associada a lavagens pode resultar em biomassa limpa. As células



13

de levedura podem também ser inativadas termicamente ou ndo (LYNCH;
MARTIN, 2002).

Pesquisas tém sido realizadas para avaliar o potencial alimenticio da
levedura produzida como coproduto da industria de etanol (YAMADA et al.,
2003). O melhor aproveitamento da biomassa de levedura, pelo seu
fracionamento e producdo de derivados com propriedades distintas, agrega valor
aos produtos, tornando-os mais rentaveis para as industrias (SGARBIERI et al.,
1999). Atualmente, a levedura viva seca e alguns derivados do seu
processamento, tais como cultura de levedura, levedura autolisada integral,
extrato de levedura desidratado e parede celular desidratada, estdo sendo
utilizados como suplementos alimentares para humanos e animais (HISANO et
al., 2008; SGARBIERI et al., 1999).

A cultura contém S. cerevisiae e o meio em que foi cultivada, sendo
produzida pela secagem de todo material sem destruir os componentes
associados a levedura, tais como vitaminas do complexo B e outros produtos da
fermentacdo. Os suplementos de leveduras vivas contém células sem o meio de
cultivo e utiliza um processo que mantém alta contagem de células vivas. Apesar
da cultura de levedura conter algumas S. cerevisiae metabolicamente ativas, a
levedura viva possui quantidade mais elevada de células viaveis (LYNCH;
MARTIN, 2002).

A auto6lise € uma alternativa para extracdo de proteinas de microrganismos
(HISANO et al., 2008), sendo um processo irreversivel, que resulta na morte das
células. A autdlise ocorre naturalmente nas leveduras, quando completam seu
ciclo de crescimento e entram na fase de morte. E caracterizada por um periodo
de laténcia, no qual a célula da levedura sofre autofermentacdo. Neste processo o
microrganismo consome suas reservas de glicogénio e, quando a glicose esgota,
o citoplasma passa por mudangas irreversiveis, iniciando protedlises que

resultam em acumulo de polipeptideos e aminoacidos. Durante a autolise
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também ocorre aumento da porosidade da parede celular e de sua
permeabilidade. Este processo mediado por enzimas enddgenas resulta em
hidrélise de proteinas celulares e liberagdo de peptideos ¢ aminodcidos para o
ambiente extracelular (ZHAO; FLEET, 2003; POZO-DENGRA et al., 2006).
Para obter a levedura autolisada comercial, o processo pode ser induzido
por mecanismos fisicos, quimicos e enzimaticos (BABAYAN et al., 1981). Os
métodos fisicos incluem aquecimento, radiacdo ultravioleta, disrup¢do mecanica
com homogeneizagdo em alta pressdo ou com contas de vidro. Quando realizada
por aquecimento, ¢ necessaria a aplicagdo cuidadosa do calor, para matar as
células sem inativar as enzimas na levedura. Outra forma ¢é a adi¢do de indutores
quimicos, que interrompem a estrutura da membrana por dissolugdo de lipideos
e proteinas e/ou modificam o pH ativando proteases. Os agentes quimicos
podem ser detergentes, compostos organicos, hidroxido de sodio, acido
cloridrico ou sais inorganicos. Alguns, além de induzir a autolise, previnem a
deterioracdo por microrganismos. Outros podem inviabilizar a utilizacdo das
leveduras na alimentacdo animal (OLIVEIRA; GOMEZ, 2005; FERREIRA et
al., 2010; POZO-DENGRA et al., 2006). A adigdo de proteases tem
demonstrado ser o método mais eficaz para induzir a autdlise. Enzimas podem
matar as células sem degradar enzimas endégenas como proteases, glucanases ¢
nucleases (POZO-DENGRA et al., 2006). A levedura autolisada consiste no
conteudo total da célula lisada, incluindo os componentes hidrossoluveis, as

proteinas e a parede celular (OLIVEIRA; GOMEZ, 2005).

2.2 Levedura Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae ¢ o agente microbiano responsavel pela

fermentacdo do vinho, cerveja e outras bebidas alcodlicas, além de ser utilizada
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como fermento para pao. Esta amplamente distribuida no meio ambiente. Por
isso, € um microrganismo muito estudado, sendo o primeiro genoma eucariotico
a ser completamente sequenciado. Como sua manipulagdo genética ¢ facil e
barata, o microrganismo tem contribuido para o desenvolvimento de métodos e
de tecnologias para a compreensao do genoma humano. Cerca de dois tercos das
seis mil cepas de S. cerevisiae identificadas foram caracterizados (AA et al.,
2006). As formas predominantes sdo alongadas, elipticas ou esféricas, com
dimensdes variaveis, apresentando aproximadamente de 4 a 16 um. A maioria
das leveduras importantes para a alimentagdo multiplica-se por fissdo ou
brotamento. Frequentemente, células-filhas podem ndo se desprender das
c¢lulas-mae, surgindo pares, cadeias ou pseudomicélios (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2000).

Por se tratar de produto natural, a S. cerevisiae encontrou espago nos
mercados mais exigentes (CHUNG et al., 2011). As barreiras regulamentares
para produtos a base de S. cerevisiae sdo pequenas na América do Norte, onde
tais produtos sdo considerados como seguros pelo Food and Drug
Administration. Na Unido Europeia, produtos de levedura devem cumprir
regulamentos ¢ apresentar dossiés de seguranca e eficacia para cada produto
langado (NEWBOLD; RODE, 2006).

A levedura combina caracteristicas nutricionais favoraveis, como teor
proteico entre 30% e 70%, sendo ricas em vitaminas do complexo B (B1, B2,
B6, acido pantoténico, niacina, acido folico e biotina) e em minerais essenciais
ao organismo animal, como o selénio (Se). O microrganismo possui espessa
parede celular, composta por carboidratos, além de elevado teor de acidos
nucleicos, particularmente RNA (YAMADA et al., 2003; SGARBIERI et al.,
1999).

Dentre os carboidratos da levedura podem ser destacados os glucanos e os

mananoligossacarideos (MOS). Além de suas caracteristicas nutricionais, estes
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podem ter efeito positivo sobre o sistema imunoldgico, aumentando a
capacidade de prevenir a colonizagdo por bactérias patogénicas no trato
gastrointestinal. Os MOS atuam como sitio de alta afinidade para ligacdo de
bactérias Gram-negativas, removendo agentes patogénicos antes de sua
coloniza¢do. Os glucanos (B-1,3/1,6-glucano), outro componente da parede
celular da levedura, tém demonstrado efeitos imunomoduladores, quando
suplementado para ruminantes jovens (NOCEK; HOLT; OPPY, 2011). Ha
relatos que a suplementagdo com levedura reduziu casos de hipertermia em
bezerros durante o desmame, e a utilizagdo de MOS na dieta de vacas secas
aumentou a resposta imune humoral ao rotavirus (NOCEK; HOLT; OPPY,
2011).

A biotina ¢ uma das vitaminas do complexo B, que também esta presente
nas leveduras, e é um nutriente essencial para as bactérias do ramen. E
indispensavel para a gliconeogénese, para a sintese de acidos graxos e de
proteinas. A biotina € cofator para quatro enzimas, a acetil-CoA carboxilase, a
piruvato carboxilase, a p-metilcrotonil-CoA carboxilase e a propionil-CoA
carboxilase. Estas enzimas estdo envolvidas nas reacdes celulares de todos os
organismos vivos para fixagdo do dioxido de carbono (CO,), sendo requeridas
para o crescimento de bactérias celuloliticas. Dessa forma, sua suplementacao
para ruminantes pode melhorar a degradacdo da fibra no rimen (CHEN et al.
2011). Chen et al. (2011) realizaram uma meta-analise de nove estudos com
suplementacao biotina. Esses autores sugeriram que esta vitamina para vacas em
lactagdo pode aumentar o consumo de matéria seca (MS) e a producdo de leite.

O malato ¢ um acido orgénico encontrado nas leveduras. Newbold,
Wallace e McIntosh (1996) observaram que houve produgdo de malato in vitro
por células de S. cerevisiae. A concentracdo de malato no fluido ruminal
aumentou de 10 para 25,5 mg/L ap6s 2 h da inclusdo da levedura no meio de

cultivo. A centrifugac@o ¢ a remogao das células de leveduras do fluido ruminal
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reduziram a concentragdo de acido malico, indicando a presenga do malato
ligado a essas células. A autdlise pode favorecer a biodisponibilidade de malato
para as bactérias do rimen. Quando livre, o malato é rapidamente utilizado pelos
microrganismos, tanto in vitro quanto in vivo (UNGERFELD; FORSTER,
2011).

E sugerido que a presenga de malato aumente o sequestro de hidrogénio
(Hy) livre no ramen. O H, produzido durante a fermentacdo de carboidratos a
acetato e butirato pode ser utilizado para converter o malato em propionato, por
via metabolica capaz de produzir ATP para as bactérias ruminais. O acido
malico ¢ um intermediario na produgdo de succinato por algumas bactérias do
ramen, presentes na producdo de propionato a partir de piruvato pela via do
acido dicarboxilico. A produg¢do de ATP e o consumo de elétrons podem
melhorar a eficiéncia da extragdo de energia a partir da matéria organica (MO)
fermentada no ramen (UNGERFELD; FORSTER, 2011; CARRO et al., 1999).

Em experimentos in vitro, a adi¢do de malato estimulou o crescimento das
bactérias ruminais Selenomonas ruminantium. Carro et al. (1999) utilizaram a
técnica de simulag@o ruminal (RUSITEC), para avaliar os efeitos a longo prazo
do malato sobre a fermentacdo de dietas com proporgdo 50:50 entre forragens e
concentrados. A adi¢do de malato aumentou a utilizagdo de lactato e a sintese
bacteriana. O CO, ¢ o produto final da fermentacdo de metil-malonil-CoA a
propionato, ultima rea¢do na conversdo de piruvato a propionato pela rota do
acido dicarboxilico. A formagdo de propionato a partir do malato pode reduzir a
disponibilidade de H, para sintese de metano (UNGERFELD; FORSTER,
2011).

Newbold, Wallace ¢ MclIntosh (1996) também avaliaram os efeitos da
levedura ¢ do acido malico sobre a populagdo microbiana ruminal in vivo. Os
tratamentos ofertados aos ovinos fistulados no ramen foram controle ndo

suplementado, 4 g/dia de S. cerevisiae cepa NCYC 240, 50 mg/d de malato
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misturado & cevada e infusdo ruminal de 100 mg de malato ao longo do dia,
simulando libera¢do continua por células lisadas de leveduras. O unico resultado
significativo apresentado foi o aumento em 39% da concentragdo de bactérias no

fluido ruminal com a suplementagdo de leveduras vivas.

2.3 Levedura S. cerevisiae na nutricdo de ruminantes

A S. cerevisiae ndo é encontrada naturalmente no ramen. Lund (1974)
analisou a presenca de leveduras no rumen de bovinos, a fim de estabelecer
quantidades e variedades, bem como suas dependéncias aos tipos de alimentos
ofertados aos animais e crescimento em condi¢des anaerobias. Este autor ndo
mencionou nenhum tipo de Saccharomyces, além de observar poucas leveduras
no fluido ruminal e destacar que a maioria foi destruida durante a passagem
através do trato digestivo. Al-Shahwani, Berry e Berry (1978) avaliaram as
condi¢Oes de crescimento da S. cerevisiae para induzir a ruptura espontanea das
células. Esses autores demonstraram que até a temperatura de 27 °C, a maioria
das células permanecem ativas, ocorrendo gradual redu¢do do numero de células
viaveis com o aumento da temperatura. Dessa forma, ¢ possivel afirmar que a
levedura S. cerevisiae ndo ¢ capaz de colonizar o trato digestivo, devendo ser
constantemente introduzida no raimen com o alimento.

Newbold et al. (1995) relataram que o primeiro estudo utilizando S.
cerevisiae como promotor de desempenho em ruminantes data de 1925, por
Eckles e Williams. Conforme Chaucheyras-Durand, Walker e Bach (2008), seus
efeitos na microbiota ruminal foram extensivamente estudados ao longo dos
ultimos 15 anos. Respostas positivas em desempenho t€m sido relatadas para
animais lactantes e em crescimento (NEWBOLD et al., 1995), mas o mecanismo

de acdo ndo ¢é completamente compreendido (HRISTOV et al, 2010;
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BITENCOURT et al., 2011). Estudos priorizam sua utilizagdo como aditivo, em
baixa inclusdo na dieta, com fung¢do de modificar o ambiente ruminal,
diminuindo o risco de acidose e melhorando a digestibilidade do alimento
(CHAUCHEYRAS-DURAND; WALKER; BACH, 2008).

A resposta animal ao uso de produtos de leveduras pode depender da dose
suplementada. Lesmeister, Heinrichs e Gabler (2003) observaram que a resposta
em aumento do consumo de MS de bezerros a suplementagdo com cultura de
levedura S. cerevisiae foi diretamente proporcional a inclusdo do produto na
dieta, sendo avaliados teores de 0%, 1% e 2% da MS.

Kung et al. (1997) realizaram experimentos com S. cerevisiae avaliando a
efetividade de diferentes dosagens. O primeiro estudo, realizado in vitro, utilizou
oito fermentadores contendo 500 mL de fluido ruminal. O liquido foi coletado
de um novilho alimentado com 35% de alfafa, 15% de silagem de milho e 50%
de concentrados na MS. Depois de dez dias de adaptagdo, os fermentadores
foram suplementados por cinco dias com 0, 20 ou 200 mg de levedura viva
(BIOMATE Plus. Chr. Hansen Biosystems). Nao houve efeito de tratamento
sobre a concentragdo de acidos graxos volateis (AGV) ou o pH ruminal, com
exce¢do do teor de valerato que foi menor para o tratamento com 200 mg. A
maior dose de levedura também aumentou o teor de N amoniacal. Em outro
experimento, os autores avaliaram a producdo de leite de 18 vacas multiparas,
suplementadas com 0, 10 ou 20 g/d da mesma levedura em delineamento
Quadrado Latino (QL) 3x3, em periodos de 28 dias. Houve tendéncia de
aumento da producdo de leite e leite corrigido para 3,5% de gordura em vacas
alimentadas com 10 g/d de levedura (40,5 kg/d e 39,3 kg/d) em comparagdo ao
controle (39,6 kg/d e 36,4 kg/d) e ao tratamento com 20 g (40,2 kg/d e 38 kg/d).

Lascano, Heinrichs e Tricarico (2012) avaliaram 0, 10, 30 ¢ 50 g/d de
cultura de levedura S. cerevisiae (Yea-Sacc 1026. Alltech Inc.) em dietas que

variaram no teor de amido (28% e 17%). Para a realizacdo desse experimento,
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oito novilhas fistuladas no rimen foram agrupadas ao acaso como parcelas
subdivididas em delineamento QL 4x4 com periodos de 21 dias. Os autores
relataram aumento quadratico na digestibilidade da MS, da MO, da fibra em
detergente neutro (FDN) e da fibra em detergente acido (FDA), sendo o melhor
resultado obtido na dose de 30 g/d. A levedura também aumentou de forma
quadratica a digestibilidade do N nas dietas com baixo amido, enquanto ndo foi
detectado efeito nas novilhas alimentadas com alto teor de amido.

Marsola et al. (2010) avaliaram suplementacdo de vacas leiteiras com 0,
0,5 e 1 g/d de levedura viva. A maior dosagem aumentou a relacdo entre a
produgdo de leite corrigido para energia e o consumo de MS e a produgéo didria
de proteina no leite.

Duas meta-analises avaliaram a resposta de vacas leiteiras a
suplementacdo com leveduras. Desnoyers et al. (2009) demonstraram que a
suplementag¢do com produtos a base de S. cerevisiae aumentou a ingestdo de MS
em 44 g/100 kg de peso vivo e a produgdo de leite em 1,2 kg/d, havendo
tendéncia de aumento no teor de gordura do leite em 0,05%, sem efeito sobre o
teor de proteina. Rabiee et al. (2008) avaliaram dados de 32 estudos com vacas
em lactacdo, alimentadas ou ndo com um tUnico produto comercial contendo
cultura de S. cerevisiae (Diamond V). A adi¢do de cultura de levedura resultou
em aumento numérico na ingestdo de MS (250 g/d; IC 95% = -1.320 a 300 g/d;
P = 0,13). J4 no caso de produgdo de leite, a suplementacdo com cultura de
levedura resultou em aumento de 0,93 kg/d, sendo a resposta independente do

estadio da lactacdo, durac¢do do estudo e dose de levedura suplementada.
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2.4 Mecanismo de acao da levedura no riimen

2.4.1 Crescimento de microrganismos

Muitos mecanismos t€m sido propostos para o estimulo do crescimento
dos microrganismos do ramen por S. cerevisiae NEWBOLD et al., 1995). O
estimulo do crescimento microbiano pode ser o mecanismo de acdo central da
levedura no rumen, resultando em aumento na degradac¢do da fibra e no fluxo de
proteina microbiana (WILLIANS et al., 1991). Acredita-se que, indiretamente,
este efeito também estabilize o pH ruminal (CHUNG et al., 2011).

Em sua revisdo, Chung et al. (2011) reportaram que S. cerevisiae aumenta
a populagdo de protozoarios no rimen de carneiros e estimula o crescimento in
vitro de bactérias que utilizam lactato como S. ruminantium e Megasphaera
elsdenii. Newbold et al. (1995), ao avaliarem o efeito de S. cerevisiae sobre o
namero de bactérias do rumen in vitro, observaram que trés dentre cinco cepas
de levedura viva aumentaram o nimero de bactérias celuloliticas. Essas trés
cepas foram, posteriormente, avaliadas in vivo em ovelhas fistuladas no rimen e
suplementadas com 2 g de levedura. Esse trabalho apresentou tendéncia de
aumento no numero de bactérias celuloliticas, mas as cepas diferiram na
capacidade de aumentar o numero total de bactérias vidveis. Os autores
concluiram que existe diferenca entre cepas de S. cerevisiae na capacidade de
modificar a populagdo bacteriana do rimen.

Yoon e Stern (1996) avaliaram o efeito da suplementacdo com 57 g de
cultura de levedura sobre a fermentacdo ruminal de vacas em lactacdo fistuladas
no rumen e no duodeno. A contagem de bactérias proteoliticas apresentou
resultados de 3,09 x 10*/mL com o uso de leveduras e 2,00 x 10*/mL para o
controle. Entretanto a suplementacdo ndo alterou a contagem de bactérias
celuloliticas, amiloliticas e de protozoarios ciliados. Chaucheyras-Durand,

Walker e Bach (2008), em sua revisdo, indicaram aumento no numero de células
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bacterianas como resultado mais consistente observado com a suplementacio de
leveduras vivas. Também relataram que maior crescimento de bactérias que
metabolizam lactato, como M. elsdenii e S. ruminantium, tem sido observado in
vitro. Outro efeito apresentado por esses autores foi o estimulo aos protozoarios
ciliados Entodiniomorphids, sugerindo importancia desses microrganismos para
a estabilizacdo do pH ruminal, por sua capacidade de fagocitar rapidamente
granulos de amido, competindo com as bactérias amiloliticas por esse substrato.
Entodiniomorphids também sdo capazes de utilizar lactato, impedindo seu

acumulo no ramen.

2.4.2 Estabilizag¢do do pH ruminal

O alto consumo de carboidratos rapidamente fermentaveis induz queda no
pH ruminal e aumento da concentracdo de AGV. Em casos de acidose clinica
(ou latica), a redugdo inicial do pH faz com que bactérias produtoras de lactato
(Streptococcus bovis) superem o crescimento das espécies que o utilizam (M.
elsdenii e S. ruminantium). Assim, ocorre acimulo de lactato no rimen. O acido
latico possui menor pKa que os AGV, o que acentua a queda do pH. Ocorre
alteragdo da diversidade microbiana, inicialmente com redugdo de espécies
bacterianas que degradam fibra (Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus
e Ruminococcus flavefaciens), sensiveis ao pH baixo. Como o pH continua a
cair, os Lactobacilos podem substituir S. bovis na producdo de acido latico,
dando inicio a um efeito em espiral, com actimulo excessivo de lactato, o que
resulta em acidose metabodlica e, eventualmente, morte (CHAUCHEYRAS-
DURAND; WALKER; BACH, 2008; PLAIZIER et al., 2008).

Diversos estudos relatam o efeito da levedura viva na estabiliza¢do do pH
do ramen. Williams et al. (1991) relataram maior pH ruminal para animais
alimentados com cevada e feno e suplementados com levedura viva associada ao

meio de cultivo. O maior pH foi associado a redug@o na concentragdo de lactato
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no fluido. Marden et al. (2008) apresentaram o mesmo mecanismo ao comparar
o efeito de leveduras vivas ao do bicarbonato. Esses autores encontraram maior
concentragdo de AGV e redugdo do lactato nos animais suplementados com
levedura. Entretanto, Al Hibraim et al. (2010), ao examinarem o efeito da
suplementacdo com leveduras vivas, ndo encontraram influéncia da
suplementacdo sobre o pH médio e a concentragdo de 4cido latico no rimen de
vacas leiteiras.

Pelos mecanismos apresentados, a capacidade de leveduras induzir
aumento no pH ruminal ¢ dependente do acimulo de lactato no fluido do ramen.
Entretanto, vacas leiteiras de alta produgdo rotineiramente ndo tém acumulo
intrarruminal de acido latico (OETZEL; NORDLUND; GARETT, 1999), e sim,
periodos diarios de baixo pH e acimulo de todos os AGV, caracterizando a
diferenga entre acidose clinica (ou latica) e acidose subclinica, respectivamente
(PLAIZIER et al., 2008). O efeito positivo de leveduras sobre o pH ruminal

pode depender da prevaléncia de acidose latica no rebanho.

2.4.3 Perfil de fermentag@o ruminal

Experimentos in vitro e in vivo sugerem que a resposta em perfil de
fermentagdo ruminal a suplementacdo com S. cerevisiae ndo tem sido
consistente (NEWBOLD; WALLACE; MCINTOSH, 1996; MARDEN et al.,
2008; HRISTOV et al., 2010). A suplementagdo com leveduras pode estimular a
captacdo microbiana de lactato e a digestdo da fibra (LYNCH; MARTIN, 2002).
Marden et al. (2008) encontraram maior concentragcdo total de AGV com
leveduras vivas em comparagdo ao controle. Hristov et al. (2010), ao
compararem a levedura XP (Diamond V Mills Inc.) a um tratamento-controle,
ndo encontraram efeito na concentragdo total e individual de AGV, nem na
relagdo acetato:propionato, havendo apenas aumento na concentragdo de

valerato.
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Lynch e Martin (2002) avaliaram o efeito in vitro de duas dosagens (0,35
e 0,73 g) de levedura viva e de uma cultura de levedura. Esses autores utilizaram
liquido ruminal coletado de um novilho fistulado, alimentado com pastagem e
concentrado, uma vez ao dia. Os produtos reduziram a relagdo
acetato:propionato no fluido, demonstrando que o efeito da levedura sobre o
perfil de fermentagdo ruminal ndo requer a presenca de celulas vivas.

Os efeitos da levedura ja relatados, que estimularam a atividade de
microrganismos fibroliticos ¢ a acetogénese ruminal a partir de H,, deveriam
aumentar a relacdo acetato:propionato. Tais fatos estdo relacionados com a
maior digestibilidade da fibra dietética (CHAUCHEYRAS-DURAND;
WALKER; BACH, 2008). Entretanto, assim como Lynch e Martin (2002)
muitos pesquisadores verificaram diminuicdo na relagdo acetato:propionato com
a suplementacdo de levedura (ERASMUS; BOTHA; KISTNER, 1992;
MARDEN et al., 2008; WILLIAMS et al., 1991). Este resultado foi justificado
como provavel estimulo de bactérias que podem converter lactato ruminal em
propionato. Bitencourt et al. (2011) ndo encontraram efeito sobre o perfil de
fermentacdo por meio da relagdo acetato:propionato com a suplementagdo da

cepa 1077-1 CNCM de levedura.

2.4.4 Metabolismo de nitrogénio

O impacto de leveduras sobre a concentragdo ruminal de aménia in vivo
tem sido varidvel. Al Hibraim et al. (2010) examinaram o efeito da
suplementacdo com levedura Yea-Sacc1026 TS (Alltech Inc.) em vacas leiteiras
no periodo pds-parto. No liquido ruminal, colhido por ruminocentese, foi
encontrado maior concentragdo de amodnia para os animais do grupo controle,
em relacdo aos tratados. Os autores argumentam que a menor concentracdo de
amoénia ruminal no grupo suplementado pode ter sido em fungdo do aumento de

sua incorporagdo na proteina microbiana. Nesse trabalho deduziu-se que a
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levedura possa ter reduzido a atividade das bactérias proteoliticas no rumen.
Resultado contrario ao relatado por Yoon e Stern (1996) que encontraram
aumento na contagem de bactérias proteoliticas com o uso de leveduras em
dietas de vacas leiteiras.

Hristov et al. (2010) avaliaram o efeito de 56 g de S. cerevisiae na
fermenta¢ao ruminal de oito vacas fistuladas no rimen em delineamento cross
over, com dois periodos de 28 dias, utilizando uma dieta com 45% de CNF.
Esses autores encontraram tendéncia de redu¢do na concentragdo de amonia e
uma sutil, mas significativa, redu¢do na perda de nitrogénio (N) fecal para os
animais tratados. As concentra¢des de proteina no leite e de ureia no leite ¢ no
plasma ndo foram diferentes entre os tratamentos, assim como as perdas de N
total (urinario e fecal) como proporg¢do do N ingerido.

A suplementagdo de vacas em lactagdo com leveduras vivas, realizada por
Bitencourt et al. (2011) e Oliveira et al. (2010), ndo demonstrou efeito sobre o
metabolismo de N, pela auséncia de diferenca nas concentracdes desse

composto, no plasma e no leite, dos animais tratados e controle.

2.4.5 Digestibilidade

A suplementagdo com leveduras pode melhorar a eficiéncia digestiva em
ruminantes. Entretanto seus efeitos tém sido variaveis e dependentes da dieta
(DESNOYERS et al., 2009). Bitencourt et al. (2011) avaliaram a digestibilidade
da dieta e a performance de vacas em lactacdo suplementadas com
Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077 (Lallemand SAS, Toulouse, Franga).
Esses autores forneceram 10 g de levedura de forma que contenha 1 x 10'° UFC
por vaca. Os resultados encontrados indicaram tendéncia de aumento na
digestibilidade da fibra, sendo este aumento utilizado para justificar a resposta

positiva sobre a secre¢do de proteina no leite.
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Lascano; Heinrichs; Tricarico, (2012) avaliaram dietas de alto amido
(30% da MS composta por milho moido e graos) e de baixo amido (15% da MS
composta por polpa citrica e grdos) associadas a diferentes dosagens de S.
cerevisiae na digestdo de nutrientes e nos metabdlitos sanguineos de novilhas
leiteiras. Esses autores encontram aumento na digestibilidade da MO, MS, FDN
e FDA com 10 g/d de levedura que atingiu valor maximo com 30 g/d. O
aumento da dose diaria de levedura também tendeu a aumentar de forma
quadratica a digestibilidade da hemicelulose.

Ferraretto, Shaver e Bertics (2012) encontraram maior digestibilidade da
MS e da MO em dietas com alto amido suplementadas com levedura em
comparagdo ao controle, além de aumento da digestibilidade do FDN com a
maior dose de levedura. Nesse trabalho foram utilizadas 2 e 4 g de levedura
viva por animal (LCY; Procreatin-7, Lesaffre Feed Additives) em dietas com
30% de amido.

Wallace e Newbold (2007) argumentam que o aumento no nimero total
de bactérias ruminais é a principal resposta a suplementacdo com leveduras, e
que este aumento na populacdo bacteriana seria capaz de induzir ganhos na
digestdo da fibra. Marden et al. (2008), ao avaliarem como a levedura viva difere
do bicarbonato de sodio na estabilizagdo do pH ruminal em vacas de alta
produgdo, verificaram que a digestibilidade da FDN e da FDA foi maior
utilizando levedura em comparagdo ao bicarbonato e ao controle sem
suplementacdo. Esses autores indicaram que as leveduras vivas reduziram o
acumulo de lactato (16,5 mM no controle, 12,2 mM no bicarbonato ¢ 5,4 mM na
levedura), estabilizando o pH (5,94 no controle, 6,21 no bicarbonato e 6,14 na
levedura) e melhorando a digestdo da fibra (29,6% controle, 34,3% bicarbonato
e 41,6% levedura).

Apesar de Hristov et al. (2010) terem encontrado melhora numérica para

os resultados de digestibilidade da MS, MO, FDN e amido, estes ndo diferiram
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estatisticamente, ao ser testados os efeitos da suplementagdo com S. cerevisiae
inativada sobre a fermentagdo ruminal e a utilizacdo de nutrientes por vacas em

lactagdo.

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em acordo com os principios éticos da
experimentagio animal, adotados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Ufla, Protocolo n® 037/11. Nove novilhas mestigas Holandés-Zebu (451£31 kg
de peso vivo, no inicio do experimento), com fistula ruminal, foram alimentadas
individualmente as 7 h e 13 h, em confinamento total do tipo tie stall, com
camas de areia e acesso irrestrito a dgua (Fig. 1). Os animais foram pesados
semanalmente, duas vezes ao dia, as 7 h e 19 h. Os animais foram agrupados em
trés grupos com base no peso vivo inicial, e alocados, dentro de grupo, a uma
sequéncia de trés tratamentos em delineamento do tipo QL 3x3, com periodos de
35 dias, conduzidos simultaneamente e com mensuragdes realizadas a partir do
dia 28 de cada periodo. Os tratamentos foram: TO — Controle, T10 — 10 g/d de
levedura (S. cerevisiae) autolisada cultivada em caldo de cana-de-agucar
(Levabon® Rumen. Biomin Nutri¢io Animal, Piracicaba, SP), T30 — 30 g/d de
levedura autolisada. A levedura foi introduzida via fistula ruminal
simultaneamente as duas ofertas didrias de alimento.

A mistura dos ingredientes da dieta foi executada imediatamente antes de
cada alimentac¢do, e a quantidade ofertada foi suficiente para prover pelo menos
10% do oferecido como sobra didria. Uma dieta de alta densidade energética foi
formulada (52% de silagem de milho ¢ 48% de concentrados) com o intuito de
ter alta acidogénese ruminal (Tabela 1). No dia 34 de cada periodo, foi iniciado

um protocolo de indugd@o de acidose ruminal, ap6s a oferta matinal de alimentos
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(7 h). O alimento ndo consumido foi removido as 13 h, e os animais foram
novamente alimentados as 7 h e as 13 h do dia 35, ad libitum.

A quantidade de dieta ofertada e as sobras deixadas de cada animal foram
mensuradas diariamente. Amostras didrias dos alimentos e sobras foram
congeladas, para a formacdo de amostras compostas por semana. Os compostos
foram pré-secos em estufa ventilada a 55 °C, por 72 h, triturados em peneira
com crivo de 1 mm em moinho do tipo Thomas-Willey, e uma subamostra foi
desidratada a 100 °C, por 24 h, para determinar o teor de MS. O consumo de MS
(CMS) entre os dias 28 e 33 e nos dias 34 e 35 serviram para comparar 0s
tratamentos. O teor de proteina bruta (PB) foi mensurado por destilador a vapor
do tipo Microkjeldhal (ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL
CHEMISTS, 1975), o extrato etéreo (EE) segundo o Association of Official
Agricultural Chemists (1990), as cinzas por incineragao da amostra a 550 °C, por
8 h e a FDN por determinador de fibra TE-149 (TECNAL, Piracicaba, SP),
usando sulfito de s6dio e amilase.

Os teores de MS, PB, EE e cinzas da levedura autolisada foram
mensurados similarmente ao teor dos alimentos e sobras. O teor dos minerais foi
determinado segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1997). Para o boro a levedura
foi incinerada a 550 °C e depois analisada pelo método da curcumina e alcool
etilico. Para os demais minerais, primeiramente a amostra foi submetida a
digestdo nitroperclorica, onde se obteve um extrato. Esse extrato foi submetido a
analise de fotometria de chama para determinacdo do teor de potassio, de
colorimetria para o fosforo, de turbedimetria com cloreto de bario para o enxofre
e de espectrometria de absor¢do atomica para o calcio, o magnésio, o zinco, o
cobre, o manganés ¢ o ferro (Tabela 2). A levedura autolisada também foi
visualizada por microscopia eletronica e Otica e submetida a semeadura em
placas. O preparo da amostra para andlise em microscopia eletronica foi

conforme Bossola e Russell (1999), seguido de visualizagdo em microscopio
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eletronico de varredura Zeiss-DSM 950. Para a microscopia otica, 1 g do
produto foi dissolvido em 5 mL de agua destilada. Esta solugdo foi misturada a
igual propor¢ao de solugdo de azul de metileno e citrato de sodio (0,01 g de azul
de metileno, 2 g de citrato de s6dio e 100 mL de agua destilada) e visualizada
com magnificacao de 400X.

Para o plaqueamento, uma amostra de 1g do produto foi misturado a 9 mL
de dgua peptonada estéril e homogeneizada por 20 min em agitador. A amostra
foi entdo submetida a diluicdo seriada para cultivo em meio YEPG (0,3% de
extrato de levedura, 0,3% de extrato de malte, 1,0% de glicose, 2,0% de agar,
contendo 100 mg de cloranfenicol/L, pH 3,5 - Merck, Darmstadt, Alemanha; e
0,5% de peptona - Himedia, Mumbai, india). As placas foram incubadas por trés
dias a 30 °C para contagem de colonias.

Amostragem de sangue dos vasos coccigeos ¢ do fluido ruminal foi
executada nos dias 28 e 35 as 0, 3, 6, 12, 18 e 24 h, apos a alimentacdo matinal.
O sangue foi colhido em tubo vacuolizado e o plasma centrifugado a 1006xg
para congelamento a -20 °C. O teor de N ureico no plasma (NUP) foi analisado
por kit laboratorial Ureia 500 (Doles Reag. Equip. para Laboratorios Ltda.
Goiania, GO).

O fluido ruminal foi obtido do saco ventral do raimen com amostrador de
PVC. Apés filtragem em peneira plastica, o pH foi mensurado imediatamente
por pHmetro Digimed DM20 (Datamed Instrumentos Cientificos e Médicos
Ltda., Belo Horizonte, MG). Para andlise do teor de amoénia, 25 mL de fluido foi
congelado apds adigdo de 0,5 mL de éacido sulftrico a 50%. A analise de N
amoniacal foi realizada conforme Femer (1965), adaptado por Vieira (1980).

Nas amostras de fluido ruminal obtidas 12 h apds a alimentacdo foi
avaliado o numero de protozoarios. O fluido foi diluido 1:1 com solucdo de
formaldeido a 50%, uma subamostra de 1 mL foi retirada e corada com duas

gotas de corante verde-malaquita segundo Dehority (1984). O fluido corado foi
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diluido em glicerol 30% para contagem no microscopio 6tico com camara de
Newbauer (WARNER, 1962), em duplicata.

Nas amostras de fluido ruminal obtidas 12 h ap6s a alimentacdo no dia 28
foi quantificado o teor de acidos graxos de cadeia linear e ramificados, indicador
de diversidade microbiana (VLAEMINCK et al., 2006b), e o perfil de acidos
graxos por cromatografia gasosa. As amostras de fluido ruminal foram
imediatamente congeladas a -20 °C e posteriormente liofilizadas. Os lipideos
foram extraidos do fluido liofilizado e metilados, segundo Shingfield et al.
(2003). A gordura metilada foi analisada por cromatografo gasoso modelo
6890N (Agilent Technologies Ltda., Barueri, SP), com coluna capilar CP-SIL 88
FAME de silica fundida (100 m x 0.25 mm X 0.2 pm de espessura de filme.
Varian Inc., Mississauga, EUA), com detector de ionizacdo de chama sob as
condi¢des descritas por Cruz-Hernandez et al. (2007).

A digestibilidade aparente da MS no trato digestivo total foi determinada
a partir da producdo fecal mensurada por coleta total de fezes por 8 h, iniciada
com 8 h de atraso a cada dia, por trés dias consecutivos, com o intuito de
representar 24 h do dia sem causar distiirbio no comportamento ingestivo dos
animais. As fezes coletadas nos dias 31 a 33 foram imediatamente congeladas,
formando amostras compostas por periodo. Os compostos fecais foram
desidratados como descrito anteriormente.

Simultaneamente a coleta de fezes, realizou-se a coleta total de urina para
mensurar a excre¢do didria de alantoina e estimar a sintese relativa de proteina
microbiana no ramen. A urina foi acondicionada em galdoes de 20 L contendo
210 mL de 4cido sulftrico a 20%. Ao final do periodo de coleta, a uma amostra
de 10 mL de urina foi acrescido 40 mL de acido sulftirico a 4%. O teor de
alantoina da urina foi mensurado, segundo Chen e Gomes (1995).

A degradabilidade in situ de feno de tifton foi avaliada em amostras

incubadas por 0, 6, 12, 18, 24 e 72 h, para avaliar a capacidade fibrolitica do
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ramen. As incubagdes foram iniciadas no dia 30, simultaneamente a alimentagéo
matinal. Amostras de 5 g de feno, trituradas em peneira com crivo de 5 mm,
foram inseridas em sacos de poliéster de 15x10 cm. Os sacos foram inseridos
conjuntamente no rumen para incubagdo e retirados em duplicata em cada
horario. Apés a remogdo das amostras do rimen, estas foram imediatamente
congeladas para posterior lavagem, em conjunto com todas do periodo, em agua
corrente. Os residuos da incubagdo ruminal foram desidratados em estufa
ventilada a 55 °C por 72 h e o teor de FDN analisado como previamente
descrito. A fragdo A da MS e da FDN foi estimada pelo desaparecimento dos
sacos no tempo 0. A frag@o C foi estimada pelo residuo da incubag@o por 72 h. A
fragdo B foi calculada por B=100-(A+C). A taxa fracional de degradagdo da
fragdo B (kd) foi estimada pela regressao linear ao longo dos tempos 0, 6, 12, 18
24 h do logaritimo natural dos residuos incubados como propor¢ao do original,
apods subtracdo da fracdo C de cada amostra. A degradabilidade ruminal da MS e
da FDN foi calculada como A+B[kd/(kd+kp)], assumindo taxas fracionais de
passagem (kp) de -0,02/h, -0,04/h e -0,06/h.

As variaveis avaliadas uma vez em cada periodo foram analisadas pelo
procedimento GLM do SAS pelo modelo: Yiu=p + Qi + Nji + P+ T + ejj.
Em que: p = média geral; Q; = efeito de quadrado (i = 1 a 3); Njs = efeito de
novilha aninhada em quadrado (j =1 a 9); P = efeito de periodo (k=1 a 3); T\=
efeito de tratamento (1 = TO, T10 e T30); ey = erro experimental, assumido
independente e identicamente em uma distribui¢do normal com média zero e
variancia o”. Dois contrastes pré-planejados compararam os tratamentos: TO Vs,
T10 e TO vs. T30.

Os dados obtidos ao longo do tempo (NUP, aménia e pH ruminais) foram
analisados como medidas repetidas pelo procedimento MIXED do SAS. Ao
modelo anterior, foram acrescidos os efeitos de tempo (0, 3, 6, 12, 18 e 24 h) e a

interagdo entre tempo e tratamento. O quadrado médio para a interagdo entre
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novilha, periodo e tratamento foi utilizado como medida de erro para testar o
efeito de tratamento. Foram consideradas as estruturas de covaridncia
autorregressiva de primeira ordem, simetria composta e nao estruturada. Aquela

com o menor valor para o critério de informagdo de Akaike foi utilizada.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A levedura autolisada neste experimento teve teor de proteina bruta
proximo de 47% da MS (Tabela 2). A levedura autolisada de cana, avaliada por
Yamada et al. (2003), teve teor proteico de 43,5% da MS (Nx6,25), a de
Sgarbieri et al. (1999), 46,5%, e a de Hisano et al. (2008) 49,2%. A varia¢do no
teor de N parece ser pequena neste alimento, o que sugere que este coproduto da
industria do alcool apresente composicao relativamente constante. Yamada et al.
(2003) também observaram que o processo de autélise ndo afetou a composicio
da levedura integra, mas aumentou a digestibilidade da proteina em ratos,
provavelmente por propiciar maior a¢do enzimatica sobre a proteina no trato
digestivo, por causa do dano a parede celular durante a autolise. Supde-se,
similarmente, que leveduras autolisadas disponibilizariam fatores capazes de
atuar beneficamente sobre a fermentacdo ruminal mais rapidamente que
produtos contendo leveduras vivas ou cultura de leveduras (GANNER et al.,
2012).

Na imagem da levedura autolisada obtida por microscopia otica (Fig. 2), é
possivel visualizar células bem delimitadas, de formato esférico e com interior
corado em azul. Al-Shahwani, Berry e Berry (1978), ao avaliarem condi¢des de

crescimento capazes de induzir ruptura celular espontanea em S. cerevisiae,
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definiram trés classes morfologicas: “Células rompidas”, onde a parede celular
foi rompida e o conteudo celular liberado para o meio. Nessas células, o
conteido celular era fortemente corado pelo azul de metileno. “Células
levemente coradas”, cujas paredes ndo apresentavam rompimento e as células
eram coradas em azul-claro, sendo consideradas células mortas. “Células ndo
coradas”, caracteristico de células vivas. Células viaveis sdo capazes de reduzir
o corante, 0 que torna a célula transparente, enquanto as mortas permanecem
com a coloracdo azul. Com base nesta classificacdo, a levedura autolisada
avaliada neste trabalho foi composta por células mortas.

As imagens de microscopia eletronica (Fig. 3) ressaltam que a parede
celular, apesar de integra, apresenta rugosidades. Al-Shahwani, Berry e Berry
(1978) descreveram a parede celular de células mortas como de aparéncia
granular. E possivel observar células que foram inativadas, quando estavam em
multiplicagdo por brotamento. Quando uma célula de levedura sofre brotamento,
a célula-mae ¢ deixada com uma cicatriz de broto, enquanto o broto separado
tem uma cicatriz de nascimento (AL-SHAHWANI; BERRY; BERRY, 1978).
Estas cicatrizes podem ser observadas na microscopia eletronica, como pontos
de depressdo na parede celular. O plaqueamento do produto também nao
apresentou crescimento, outro indicador de que o produto continha apenas
células mortas.

A suplementagdo com 10 g/d de levedura autolisada aumentou o CMS
entre os dias 28 e 33, sem afetar o consumo durante a induc¢do de acidose
ruminal no dia 35 (Tabela 3). Aumento no consumo ¢ uma resposta plausivel a
suplementacdo com produtos a base de levedura (DESNOYERS et al, 2009;
RABIEE et al., 2008). Entretanto, nao foi detectado aumento no CMS na maior
dose do produto (30 g/d). Houve tendéncia de aumento linear na taxa fracional
de degradagdo da FDN com aumento na dose de levedura suplementar (Tabela

4), sugerindo melhor digestibilidade ruminal da fibra, uma resposta plausivel a
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suplementacdo com leveduras vivas (BITENCOURT et al., 2011) ndo
determinou a resposta em CMS neste experimento. Também houve aumento
numérico na digestibilidade aparente da MS em resposta a suplementacdo, mas a
diferenga nao obteve suporte estatistico (Tabela 4).

A auséncia de resposta em CMS a maior dose de levedura autolisada pode
ter sido modulada pelo teor de NUP, ja que este foi maior no T30 (Tabelas 5 e
6). A resposta aos tratamentos em teor de amonia ruminal ndo teve o mesmo
padrdo de resposta do NUP (Tabela 5). O alto valor de amdnia no ramen,
proximo de 28 mg/dL, pode ter mascarado o efeito de tratamento, e também o
efeito marcado do tempo de amostragem (P = 0,07), sobre esta variavel (Tabela
5). A causa para o alto teor de amonia no rumen ¢ incerta, ja que o teor de N
dietético ndo foi excessivo (15% de PB) e a dieta era rica em carboidratos
fermentaveis no ramen (38,9% de CNF), (Tabela 1). Supde-se, que o alto teor de
amodnia ruminal pode ter decorrido pelo fato de as novilhas terem sido
alimentadas com dieta de alta densidade energética, resultando em CMS
relativamente alto para animais ndo lactantes (Tabela 3), proximo de 2,4% do
peso vivo. O ganho de peso das novilhas ao longo do periodo experimental de
105 dias foi de 1,204 kg/d, demonstrando que o aporte nutricional foi alto. O
alto teor de amoénia ruminal foi coerente ao alto teor de NUP em todos os
tratamentos, aproximadamente 18 mg/dL (Tabela 5).

Ha relacionamento negativo entre o teor de NUP e o CMS. O ciclo
hepético da ureia pode ter estimulado indiretamente o metabolismo oxidativo no
figado a partir de carbonos oxidaveis oriundos do catabolismo de aminoacidos,
j4 que um dos dois grupos amino utilizados na conversao de amonia a ureia vem
do aspartato. A oxidac¢do hepatica de aminoacidos gera 12 ATP, enquanto o
ciclo da ureia consome quatro ATP, podendo, portanto, aumentar a producio
liquida de ATP pelo figado e induzir depressdo do consumo (OBA; ALLEN,
2003b; ALLEN, 2000). Oba e Allen (2003a) observaram que a infusdo
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intrarruminal de propionato de aménio comparativamente a propionato de sodio
ou potassio induziu queda no consumo. Santos et al. (2011) também observaram
que a substitui¢do parcial de farelo de soja por ureia na dieta de vacas leiteiras
aumentou o NUP apds a alimentagdo matinal e deprimiu o consumo.

O relacionamento entre a suplementagdo com leveduras e o metabolismo
ruminal de nitrogénio ndo tem obtido consenso. Tem sido postulado que o
estimulo ao crescimento microbiano no rumen, induzido por levedura
suplementar (CHAUCHEYRAS-DURAND; WALKER; BACH, 2008),
aumentaria a incorporacdo de N amoniacal na proteina microbiana, reduzindo a
concentragdo ruminal de amonia (AL HIBRAIM et al., 2010; HRISTOV et al.,
2010). Entretanto, tem sido demonstrado que leveduras podem aumentar a
capacidade proteolitica do ramen (YOON; STERN, 1996), o que induziria
aumento no teor de amonia ruminal. Foi marcado o efeito da dose de levedura
sobre a sintese relativa de proteina microbiana no rimen, mensurada pela
excrecdo diaria de alantoina na urina (Tabela 5). Maior sintese microbiana pode
ter aumentado a capacidade proteolitica do ramen, induzindo maior acimulo de
NUP.

A resposta em sintese microbiana no rimen foi maior quanto maior foi a
dose de levedura autolisada suplementada (Tabela 5). A maior dose avaliada
(T30) foi equivalente a 2,6 g/kg de MS de dieta ou 58,9 mg/kg de peso vivo,
enquanto T10 foi equivalente a 0,8 g/kg de MS de dieta ou 19,7 mg/kg de peso
vivo. Aumento na sintese microbiana tem sido proposto como o principal
mecanismo de agdo de leveduras suplementares, explicando o possivel ganho em
digestdo fibrosa e a reducdo do teor de acido latico no ramen, frequentemente
proposto como o mecanismo pelo qual leveduras atuariam positivamente sobre a
ocorréncia de acidose ruminal (MARDEM et al., 2008; WILLIANS et al., 1991,
CHUNG et al., 2011). Varios mecanismos tém sido propostos para a resposta

positiva em sintese microbiana a suplementagdo com leveduras, dentre estes
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presenca de vitaminas do complexo B, como a biotina (CHEN et al., 2011),
minerais (ERYAVUZ; DEHORITY, 2009) e acidos orgénicos, como malato
(UNGERFELD; FORSTER, 2011), aumento na anaerobiose do fluido
(NEWBOLD; WALLACE; MCINTOSH, 1996), além de serem fonte de
peptideos e aminoacidos prontamente disponiveis para os microrganismos do
ramen.

Além da ocorréncia de maior sintese microbiana, a suplementacdo com
levedura autolisada aparentemente atuou sobre a ecologia da microbiota ruminal,
aumentando a propor¢do de bactérias digestoras de fibra. O aumento observado
em acidos C17:0 iso (Tabela 6) sugere que houve aumento na proporgdo de
bactérias celuloliticas no raimen (VLAEMINCK et al., 2006b). Este 4cido graxo
também tem sido proposto como marcador de eficiéncia de sintese microbiana
no rumen, tendo correlacdo positiva com a relagdo entre adenina e N em
bactérias ruminais (VLAEMINCK et al., 2006a). Isto ¢ coerente ao aumento
observado na excrecdo urinaria de alantoina (Tabela 5). Aumento de bactérias
celuloliticas em resposta a levedura tem sido observado in vitro (NEWBOLD et
al., 1995), sendo coerente a tendéncia de aumento no kd da forragem neste
experimento (Tabela 4) e ao ganho em digestibilidade in vivo da FDN,
observado em alguns experimentos (BITENCOURT et al, 2011;
FERRARETTO; SHAVER; BERTICS, 2012).

Apesar da modulacdo do pH ruminal ser frequentemente citada como um
dos mecanismos pelo qual leveduras teriam efeito benéfico sobre a fermentacao
ruminal (CHAUCHEYRAS-DURAND; WALKER; BACH, 2008; WILLIAMS
et al. 1991; MARDEN et al., 2008), nao houve efeito de tratamento sobre o pH
neste experimento (Tabela 7). O protocolo de indugdo de acidose foi efetivo em
simular um padrdo de variagdo no pH ruminal das novilhas representativo da
variagdo observada em vacas em lactagdo (PEREIRA; ARMENTANO, 2000;
SALVADOR et al., 2008). Valores minimos de pH foram obtidos 12 h apds a
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alimenta¢do matinal (Fig. 4), sendo estes proximos de 5,3 (Tabela 7). Uma
explicacdo plausivel para a auséncia de efeito positivo dos tratamentos sobre o
pH pode decorrer da baixa concentragdo de lactato no fluido ruminal, mesmo
quando queda acentuada no pH do rimen foi induzida experimentalmente.
Vacas leiteiras de alta produgdo podem ndo ter acimulo acentuado de lactato
(OETZEL; NORDLUND; GARETT, 1999), o que pode ter ocorrido neste
experimento, ja que ndo foram observados sintomas de acidose clinica (latica)
nos animais, como atonia ruminal e timpanismo. Chaucheyras-Duran, Walker ¢
Bach (2008) relataram que a indugdo de acidose por fornecimento elevado de
graos apoés restricdo alimentar resulta em menos de 30% de casos com altas
concentragdes de lactato no ramen. O efeito positivo de leveduras sobre o pH
ruminal pode depender da presenca de lactato no fluido do ramen (WILLIAMS
et al. 1991; MARDEN et al., 2008), relacionado com manejos alimentares
indutores de acidose latica ou clinica, mas que, necessariamente, ndo ocorre em
animais com acidose ruminal subclinica, caracterizado por longos periodos
didrios de baixo pH, induzido por acumulo intrarruminal de todos os AGV
(PLAIZIER et al., 2008).

A auséncia de efeito dos tratamentos sobre o pH também ¢é suportada pela
auséncia de efeito da suplementagdo com levedura sobre o teor de intermediarios
da bio-hidrogenagdo de acidos graxos insaturados no ramen (Tabela 8). Baixo
pH ruminal sabidamente aumenta o acimulo intrarruminal de 4cidos linoleicos
conjugados e C18:1 trans (BAUMAN; GRIINARI, 1999). Apesar da
suplementacdo com levedura autolisada ter induzido queda numérica nos teores
de C18:1 t10 e C18:1 tl11 dentre os lipideos ruminais, a queda observada ndo
obteve suporte estatistico (Tabela 8). A auséncia de efeito de tratamento sobre o
teor de protozoarios no fluido do raimen (VIEIRA, 1986) também sugere que o
pH ruminal ndo variou drasticamente entre tratamentos, apesar do aumento na

concentragdo de protozodrios, quando da restrigdo alimentar no dia 34 e



38

posterior aumento no aporte ruminal de MO fermentavel no dia 35 (Tabela 5). O
efeito benéfico da levedura autolisada sobre o crescimento microbiano e a
digestdo da fibra parece ndo ter sido mediado pela modulagdo do pH ruminal
neste experimento.

Uma observagdo interessante, mesmo que ndo ligada a resposta aos
tratamentos, foi o relacionamento entre o teor de amonia no ramen e o teor de
NUP ao longo do dia (Fig. 5). Em maior valor de pH ruminal, observado pela
manha (Fig. 4), quando a massa de carboidratos fermentados no rumen era
provavelmente baixa, e, portanto, a disponibilidade de substrato para
crescimento microbiano, aumento na concentragdo ruminal de amonia 3 h apos a
alimentacdo foi acompanhado de pico no teor de NUP as 6 h. O mesmo foi
observado para a amoénia as 9 h e NUP as 12 h. Entretanto, no periodo noturno,
apds o menor valor diario de pH ruminal, o aumento na concentragcdo ruminal de
amonia (18 h) ndo foi acompanhado de aumento no NUP, sugerindo que o
acumulo intrarruminal de N foi decorrente de baixa absorcao pelo epitélio, e ndo
da rapida liberagdo do N amonical no fluido ruminal sem o necessario
crescimento microbiano, para evitar a perda de amonia para o sangue.
Membranas celulares sdo muitos permeéveis a forma ndo ionizada da amonia e
pouco permedveis a améOnia na forma ionizada (VISEK, 1984), a segunda
prevalente em baixo pH. A suplementagdo com alimentos ricos em N
rapidamente degradavel no rimen durante o periodo do dia de baixo pH ruminal
pode teoricamente aumentar a eficiéncia de retencdo do N amonical na proteina
microbiana e evitar os efeitos indesejaveis da perda urindria de N para o

ambiente (CHAUCHEIRAS-DURAND; WALKER; BACH, 2008).
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5 CONCLUSOES

A suplementa¢do de novilhas com levedura autolisada produzida com
caldo de cana-de-acticar induziu resposta positiva e dependente da dose
suplementada sobre a sintese de proteina microbiana no riimen, a digestdo ¢ o
consumo e determinou a ecologia microbiana do rimen, aparentemente
favorecendo bactérias fibroliticas.

A regulacdo do pH ruminal pela levedura ndo foi um mecanismo de agdo

determinante para a resposta observada.
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FIGURAS

Figura 1 Novilhas fistuladas no ramen e confinadas em tie
stall com camas de areia.

Figura 2 Microscopia Optica da levedura autolisada corada com
azul de metileno (aumento 400x)
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gura 3 Microscopia eletronica de varredura da levedura autolisada.

50



8,0 -
7,5 -
ﬁ I
T 70 - I
E
= 6,5 —4—T0
PR ——T10
= 7 ——T30
55 -
5,0 - — T
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Horas apds alimentacao
8,0 -
7,5 4
2 X
T 7,0 - I
g -
= 6,5 - ——T0
Zeo | ——T10
s ——T30
55
5,0 i T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Horas apds alimentacao

Figura 4 pH ruminal de novilhas suplementadas com doses de 0g
(TO), 10g (T10) e 30 g (T30) de levedura autolisada,
durante os dias 28 e 35 do periodo.
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Figura 5

Nitrogénio ureico no plasma (NUP) e concentragdo de
amonia ruminal de novilhas suplementadas com doses
de Og (T0), 10g (T10) e 30 g (T30) de levedura
autolisada, ao longo do dia 28 do periodo (* P < 0,01
para efeito de tratamento).
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TABELAS

Tabela 1 — Composicdo da dieta em ingredientes e nutrientes.

% da matéria seca

Silagem de milho 51,8
Farelo de trigo 2,4
Uréia 1,1
Farelo de soja 7,3
Milho moido fino 31
Farelo de algodao 5,0
NaCl 0,3
Calcario calcitico 1,1
Fosfato bicalcico 0,3
Minerais e vitaminas' 0,1
Proteina bruta (PB) 15,0
Fibra em detergente neutro (FDN) 33,9
FDN oriundo de silagem de milho 22,3
Carboidratos nio-fibrosos (CNF) 38,9
Extrato etério (EE) 4,1
Cinzas 8,0

'Minerais e vitaminas: 0,17% de mg; 300 ppm de Co; 10.000 ppm de Cu; 24.500 ppm de
Mn; 37.500 ppm de Zn; 250 ppm de Se; 500 ppm de I; 5.000.000 Ul’kg Vit. A;
1.000.000 Ul/kg Vit. D; 24.000 Ul/kg Vit E. *CNF=100 - (PB + EE + FDN + Cinzas)



Tabela 2 - Composi¢ao da levedura autolisada
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Matéria seca

Proteina bruta
Extrato etéreo
Cinzas
Fosforo
Potassio
Calcio
Magnésio
Enxofre

Boro
Cobre
Ferro
Manganés
Zinco

% da matéria natural
89,5
% da matéria seca
46,7
0,8
8,4
8,3
24,2
6,1
1,5
4,2
ppm da matéria seca
11,5
14,4
189
28,4
134.4

Tabela 3 - Consumo de matéria seca nos dias 28 a 33 (CMS 28-33), no dia 34
(CMS 34) e no dia 35 (CMS 35) e peso vivo de novilhas suplementadas com
doses de Og (T0), 10g (T10) e 30 g (T30) de levedura autolisada

TO TI10 T30 EPM! Trat®  0-10°  0-30°
kg/d
CMS 28-33 11,7 12,5 11,7 0,24 0,07 0,04 0,38
CMS 34 43 42 4,0 0,45 0,83 0,85 0,56
CMS 35 17,0 172 164 0,55 0,57 0,83 0,43
kg
Peso vivo 512 508 509 2,4 0,50 0,43 0,26

'EPM=Erro padrio das médias. “Trat=Valor de probabilidade para o efeito de
tratamento. *0-10 e 0-30=Valor de probabilidade para os contrastes TO vs. T10 e TO

vs. T30
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Tabela 4 — Degradabilidade in situ da matéria seca (MS) e da fibra em
detergente neutro (FDN) do feno de tifton e digestibilidade aparente da matéria
seca no trato digestivo total de novilhas suplementadas com doses de 0g (T0),
10g (T10) e 30 g (T30) de levedura autolisada

TO T10 T30 EPM' Trat® 0-10° 0-30°

% da MS
Fragdo MS A* 8,9 8,9 8,9
Fragio MS B* 478 473 490 2,12 085 088 0,69
Fragio MS C* 434 439 420 2,11 081 088 064

/h
kd da MS B’ -0,027 -0,032 -0,036 0,0031 0,19 0,29 0,07
% da MS incubada
DEG MS 2°¢ 36,4 37,9 39,6 1,84 0,49 0,57 0,24
DEG MS 4° 28.3 30,0 31,5 1,58 0,39 0,47 0,18
DEG MS 6° 24,0 25,5 26,9 1,36 0,34 0,43 0,15
% da FDN

Fragdo FDN B* 54,0 54,6 53,6 2,62 0,96 0,91 0,88
Fragdo FDN C* 46,0 45,4 46,4 2,62 0,96 0,91 0,88
/h
kd da FDN B’ -0,029 -0,035 -0,043 0,0050 0,17 045 0,06
% da MS consumida
Digestibilidade 67,3 68,4 69,5 1,39 0,54 0,58 0,28

'"EPM=Erro padrio das médias. “Trat=Valor de probabilidade para o efeito de
tratamento. 0-10 e 0-30=Valor de probabilidade para os contrastes TO vs. T10 e TO
vs.T30. *Fragdes A, B ¢ C da MS e da FDN. *kd=Taxas fracionais de degradagdo da
fragio B da MS e da FDN. °DEG MS=Degradabilidades ruminais da MS assumindo
taxas fracionais de passagem (kp) de -0,02, -0,04 e -0,06/h.
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Tabela 5 — Concentragdo ruminal de amoénia no dia 28 e de protozoarios nos dias
28 e 35, nitrogénio ureico no plasma no dia 28 (NUP) e excre¢do diaria de
alantoina na urina de novilhas suplementadas com doses de Og (T0), 10g (T10) e
30 g (T30) de levedura autolisada

TO TI10 T30 EPM' Trat?® 0-10° 0-30°

mg/dL
Amonia* 28,5 276 289 1,03 0,68 058 0,77
x10%/mL
Protozoarios d28 29,7 349 30,6 3,01 0,44 024 084
Protozoarios d35 40,8 38,8 36,6 3,44 0,72 0,69 042

mg/dL

NUP’ 17,5 18,5 19,1 0,46 0,08 0,14 0,03
mmoles/d

Alantoina 53,3 60,5 77,6 7,48 0,09 0,50 0,04

'EPM=Erro padrio das médias. *Trat=Valor de probabilidade para o efeito de
tratamento. 0-10 e 0-30=Valor de probabilidade para os contrastes TO vs. T10 e TO
vs.T30. *P=0,07 para efeito de tempo de amostragem, P=0,99 para a interagio entre
tempo e tratamento. *P<0,01 para o efeito de tempo de amostragem, P=0,42 para a
interagdo entre tempo e tratamento.
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Tabela 6 — Acidos graxos (AG) de cadeia impar e ramificada (AGCIR) no fluido
ruminal de novilhas suplementadas com doses de Og (T0), 10g (T10) e 30 g
(T30) de levedura autolisada

TO TI10 T30 EPM' Trat® 0-10° 0-30°
g/100g de AG

C11:0 0,10 0,09 0,05 0028 045 0,79 0,23
C13:0 563 551 696 0581 027 0,88 0,16
C15:0 isso 0,20 022 020 0024 0,68 040 0,81
C15:0 anteiso 0,34 033 0,36 0038 0087 0,83 0,73
C15:0 0,36 032 0,35 0057 0,87 0,60 0,82
C16:0 isso 0,24 0,19 0,29 0,053 0,51 0,53 0,52
C17:0 isso 0,10 021 025 0037 005 0,05 0,03
C17:0 anteiso 0,27 031 0,39 0085 0,64 0,74 0,36
C17:0 0,27 036 0,36 0048 035 021 0,27
C15:0 iso+C17:0 iso 0,30 044 045 0048 0,08 0,06 0,06
C15:0 anteiso
C17:0 anteiso 0,61 064 0,75 0,116 0,71 0,86 0,44
Total de AGCIR 7,63 7,68 929 0521 0,13 0,95 0,06
Relacdo® 0,55 0,70 0,59 0,097 0,52 027 0,77

'EPM=Erro padrio das médias.

*Trat=Valor de probabilidade para o efeito de

tratamento. 0-10 e 0-30=Valor de probabilidade para os contrastes TO vs. T10 e TO
vs.T30. ‘Relagio=(C15:0 iso+C17:0 iso)/(C15:0 anteiso+C17:0 anteiso)

Tabela 7 — pH ruminal nos dias 28 e 35 do periodo, em novilhas suplementadas
com doses de Og (T0), 10g (T10) e 30 g (T30) de levedura autolisada

TO TI0 T30 EPM' Trat® 0-10° 0-30°
Média d28* 6,40 6,550 645 0,077 065 036 0,65
Média d35° 6,19 6,19 6,11 0065 0557 098 037
Minimo d28 592 6,13 598 0,112 041 020 0,69
Minimo d35 540 545 528 0065 023 062 023
Maximo d28 6,81 6,86 686 0,054 0,73 048 052
Maximo d35 736 741 736 0,067 088 0,66 099

Min/d

Tempo<6,2 d28 435 406 398 1334 098 0,88 085
Tempo<6,2 d35 880 968 999 86,8 062 049 0,35
Tempo<5,8 d28 102 59 175 70,8 052 0,68 048
Tempo<5,8 d35 609 715 707 90,7 0,67 043 046

'EPM=Erro padrio das médias. “Trat=Valor de probabilidade para o efeito de
tratamento. *0-10 ¢ 0-30=Valor de probabilidade para os contrastes TO vs. T10 e TO
vs.T30. *P<0,01 para efeito de tempo de amostragem, P=0,35 para a interagdo entre
tempo e tratamento. “P<0,01 para o efeito de tempo de amostragem, P=0,97 para a
interagdo entre tempo e tratamento.
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Tabela 8 — Acidos graxos (AG) no fluido ruminal de novilhas suplementadas
com doses de Og (T0), 10g (T10) e 30 g (T30) de levedura autolisada

TO TI0O T30 EPM' Trat® 0-10° 0-30°
g/100g de AG

C4:0 0,15 0,14 009 003 031 0,77 015
C6:0 020 035 036 0,13 058 038 041
C8:0 011 0,12 017 002 033 084 0,16
C10:0 031 031 034 008 095 097 079
C12:0 0,89 0,77 0,77 020 088 0,68 0,69
C14:0 0,52 052 043 007 061 097 036
C16:0 10,41 11,14 10,58 1,14 0,88 0,64 092
C18:0 298 342 324 283 051 026 0,55
C18:116,7.,8 038 038 034 004 071 0,8 050
C18:11t9 044 052 052 006 046 029 031
C18:1t10 0,72 068 051 010 038 0,75 0,18
C18:1tl1 2,92 243 200 055 054 051 028
C18:1t12 0,78 0,77 066 008 058 0,89 033
C18:1t13,14/¢6,8 1,21 1,05 1,01 0,13 055 040 033
C18:1t16 0,60 041 033 009 015 0,15 0,07
C18:1¢9 392 359 321 041 051 0,55 026
C18:1cl1 1,00 1,01 088 0,11 048 0,62 023
C18:1c¢l2 0,63 058 043 0,10 039 0,70 0,18
C18:1¢l13 027 023 021 006 075 0,59 048
C18:1cl4 0,11 0,17 020 005 048 042 025
C18:2 n6 t9c12 0,00 000 004 002 028 091 014
C18:2 n6 c9c12 2,54 213 202 045 068 050 045
C18:2 ¢9t11 038 030 046 009 051 0,52 054
C18:3n3 ¢9,12,15 0,03 006 002 003 062 041 091
C20:0 0,52 042 037 0,14 0,74 0,58 048

'"EPM=Erro padrio das médias. “Trat=Valor de probabilidade para o efeito de
tratamento. 0-10 e 0-30=Valor de probabilidade para os contrastes TO vs. T10 e TO

vs. T30



