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RESUMO

LUZ, Y.S. Avaliacdo in vitro de cepas de Saccharomyces cerevisiae para uso na dieta de
ruminantes. Itapetinga-Ba: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, 2018.

56 p. (Tese - Doutorado em Zootecnia — Producdo de Ruminantes)*.

Obijetivou-se avaliar a adicao de trés cepas de leveduras sobre a digestibilidade in vitro
da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) em dietas contendo
diferentes propor¢des de volumoso e concentrado, avaliando também o efeito da adigédo
da cepa LBCM 45 de levedura sobre a cinética da fermentacédo e degradacdo ruminal in
vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro (DIVFDN) em dietas
contendo diferentes quantidades de volumoso e concentrado. O primeiro experimento foi
conduzido utilizando-se um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
3x4, fazendo-se o uso de trés cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae (LBCM 13,
29 e 45), em cinco niveis de incluséo (0; 0,2; 0,4 e 0,6 g de MS/L). As cepas de leveduras
foram comparadas em cinco diferentes relac6es de volumoso e concentrado, sendo as
proporcdes de volumoso das dietas (100, 75, 50, 25 e 0%) determinadas na base da
matéria seca. As digestibilidades foram mensuradas ap6s 48 horas de fermentacdo. No
segundo experimento utilizou-se também um delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2x5, com quatro repeticdes, correspondendo ao uso ou nao
de levedura nas dietas, com cinco proporg¢des de concentrados em relagdo aos volumosos
(base seca). Foi utilizada unicamente a cepa LBCM 45 (Saccharomyces cerevisiae), onde
foi incluida 0,4g de MS/L e uma testemunha, ou seja, sem levedura adicionada ao meio.
A levedura foi adicionada em cinco dietas, com relacdo de volumoso e concentrado
decrescentes, sendo as propor¢des de volumoso das dietas (100, 75, 50, 25 e 0%)
determinadas na base da matéria seca. Para a DIVMS e DIVFDN foram encontrados 0s
pontos de maxima das equacOes proximos a dose de 0,32 g de MS/L para todas as dietas
avaliadas ao se utilizar a cepa LBCM 45, sendo esta superior (P<0,05) as demais para a
DIVMS. Ja a cepa LBCM 29 apresentou resultados semelhantes (P>0,05) a cepa LBCM
45 para a DIVFDN com o mesmo nivel de incluséo de 0,4 g de MS/L, menos para a dieta
100% volumoso. A inclusdo de 0,4 g de MS/L da cepa LBCM 45 promoveu aumento
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(P<0,05) dos gases provenientes dos carboidratos ndo fibrosos e da producdo total de
gases das dietas avaliadas, elevando (P<0,05) estimativa da producéo dos acidos graxos
de cadeia curta. Para a degradacdo aparente da MS a inclusdo da levedura aumentou
(P<0,05) a taxa de degradacdo e a degradabilidade efetiva das dietas, menos (P>0,05)
para a dieta 100% volumoso e, para degradabilidade da FDN, promoveu redugéo (P<0,05)
do tempo de colonizacdo e elevou (P<0,05) a degradabilidade efetiva para todas as dietas
avaliadas, sem alterar (P>0,05) a degradabilidade potencial das dietas. Conclui-se que o
nivel de incluséo de 0,4 g de MS/L da cepa LBCM 45 promove melhora das condi¢bes
ruminais in vitro para as dietas avaliadas, demostrando seu potencial para modificar

favoravelmente o ambiente ruminal.

Palavras—chave: aditivo, modulacdo ruminal, prebidtico, probiotico.

*Qrientador: Mauro Pereira de Figueiredo, Dr. UESB; e Co-orientador: José Augusto Gomes Azevédo,
Dr, UESC.



Xii

ABSTRACT

LUZ, Y.S. Inclusion of strains of Saccharomyces cerevisiae isolated from stills in diets
for ruminants. Itapetinga-Ba: State University of Southwest Bahia - UESB, 2018. 56 p.

(Thesis—Doctorate in Animal Science - Ruminant Production)*.

The objective of this study was to evaluate the addition of three yeast strains on the in
vitro digestibility of dry matter (IVDMD) and neutral detergent fiber (IVDNDF) in diets
containing different roughages concentrate ratios and to evaluate the effect of addition of
LBCM strain 45 of yeast on fermentation kinetics and in vitro ruminal degradation of dry
matter (IVDMD) and neutral detergent fiber (IVDNDF). In the first experiment a
completely randomized design, in a 3x4 factorial scheme, using three yeast strains of
Saccharomyces cerevisiae (LBCM 13, 29 and 45), in five inclusion levels (0; 0.2, 0.4
and 0.6 g MS / L) was used. Yeast strains were compared in five different roughage and
concentrate ratios, with the proportions of roughage of the diets (100, 75, 50, 25 and 0%)
determined on dry matter basis. The digestibilities were measured after 48 hours of
fermentation. In the second experiment a completely randomized design (DIC) was
again used, in a 2x5 factorial scheme, with four replicates, corresponding to the use or
not of yeast in the diets, with five proportions of concentrates in relation to roughages
(dry basis). LBCM strain 45 (Saccharomyces cerevisiae) was solely used, where 0.4 g of
DM/L and one control, i.e., no yeast added to the medium, were included. The yeast was
added in five diets, with decreasing roughages and concentrated ratios, with the
proportions of diets (100, 75, 50, 25 and 0%) determined on the basis of the dry matter.
For dry matter and fiber digestibilities, the maximum points of the equations were close
to the dose of 0.32 g of DM/L and found for all diets evaluated. When the LBCM strain
45 was used, which was higher (P<0.05) than the others for IVDMD. LBCM 29 strain
showed similar results (P>0.05) as LBCM 45 strain for the DIVFDN with the same
inclusion level of 0.4 g DM/L, excluding 100% roughage diet. The addition of 0,4 g of
DM/L of the LBCM 45 strain increased (P<0.05) gases from the non-fibrous
carbohydrates and of the total gas production of the evaluated diets, also increasing

(P<0.05) short chain fatty acids. For the apparent degradation of DM the inclusion of
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yeast increased (P<0.05) the rate of degradation and the effective degradability of the
diets, except (P>0.05) for the 100% roughage diet. For NDF degradability LBCM 45
promoted reduction (P<0.05) the effective degradability for all diets evaluated, without
altering (P>0.05) the potential degradability of the diets. It is concluded that the inclusion
level of 0.4 g DM/L of the LBCM 45 strain promotes an improvement of the in vitro
ruminal conditions for evaluated diets, demonstrating its potential to favorably change

the ruminal environment.

Keywords: additive, ruminal modulation, prebiotic, probiotic

*Adviser: Mauro Pereira de Figueiredo, Dr. UESB andCo-adviser: José Augusto Gomes de Azevédo, Dr,
UESC.



| - REFERENCIAL TEORICO

1.1 Introducéo

A falta de forragem em quantidade e qualidade adequada, ainda € um problema
afeito a alimentacéo dos rebanhos estando presente na realidade vivenciada por pequenos
produtores em extensas regides brasileiras.

Durante a estacdo seca do ano, as forragens normalmente diponiveis aos animais
sdo de baixa qualidade. Estas apresentam alto teor de fibra e baixo teor de proteina bruta,
influenciando negativamente o consumo de matéria seca, consumo de nutrientes,
digestibilidade e taxa de passagem da digesta.

Uma alternativa para melhorar a disponibilidade de nutrientes, ingestdo de matéria
seca e a atividade microbiana do rimen sdo os suplementos, associados ou hdo ao uso das
celulas microbianas nas dietas dos animais (Ghazanfar et al., 2017).

Os microrganismos podem substituir parcialmente os suplementos proteicos, pois
se constituem de uma fonte proteica unicelular de rapido crescimento e podendo ser
cultivadas em diversos substratos (Araujo, 2005). Além da contribuicdo como nutriente
propriamente dito, estudos tém mostrado que a adi¢do de culturas de leveduras vivas,
como probidticos em dietas de ruminantes, tem se mostrado beneficio para o animal
(Suarez & Guevara, 2018).

Nesta linha, além de participar da producéo de alcool e da aguardente, as leveduras
também tém sido usadas como probidticos na alimentacdo de ruminantes. As leveduras,
presentes na nutricdo humana e animal, destacam-se entre 0s organismos processadores
de acucares para a producdo de proteinas, pela alta eficiéncia na conversdo, sendo
reconhecidas como proteina unicelular (Aradjo, 2008).

O processo de fermentagéo alcodlica realizado para a fabricacdo da cachaca ou do
etanol consiste em um processo bioldgico, onde ocorre a transformacéo de agicares em
alcool etilico e gas carbonico. Este processo ocorre através da acdo de grupos de
microrganismos unicelulares, que s&o denominadas leveduras. As cepas mais utilizadas
na fabricacdo de &lcool e na producdo da cachaca sdo da espécie Saccharomyces
cerevisiae (Cardoso, 1999; Nova et al., 2009; Silva, 2007).



A proteina unicelular pode ser produzida pelo crescimento de muitas espécies de
diferentes de fungos, algas, leveduras e bactérias (Chacon, 2004). Para ruminantes, a
utilizacdo de leveduras vivas, como probioticos ou fonte proteica unicelular
comprovadamente modificam favoravelmente o processo de fermentacdo ruminal,
estabilizando o pH do rimen e aumentando a digestibilidade das fracdes fibrosas das
forragens (Guedes et al., 2008; Marden et al., 2008; Robinson,2010).

Neste contexto grupos de pesquisa tem se mobilizado para selecionar cepas de
leveduras que proporcionem melhorias no ambiente ruminal. Como exemplo de Marrero
et al. (2013) e Ghazanfar et al. (2017), sendo que estas estdo sendo isoladas a partir do
ramen ou fezes de animais e estes sdao alimentados com produtos biofermentados, com o
intuito de se selecionar cepas resistentes ao trato gastrointestinal.

As cepas de Saccharomyces cerevisiae provenientes do ambiente de producéo de
cachaca se caracterizam por apresentar alta resisténcia a ambientes hostis, visto que em
alguns alambiques a condicdes locais promovem uma grande sele¢do de microrganismos
(cepas) resistentes a baixas faixas de pH, temperaturas elevadas (>35°C) e alta
competicdo entre microrganismo (Aradjo, 2013).

Neste particular, leveduras isoladas em condi¢cGes ambientais desfavoraveis
podem apresentar caracteristicas importantes que as habilitardo a uma maior sobrevida
no ambiente ruminal.

Em adicdo, a proteina caracteriza-se por ser o principal nutriente limitante nos
sistemas de producéo de bovinos a pasto durante a estagao seca do ano. A suplementagéo
com alimentos concentrados proteicos onera os custos de producdo no semiconfinamento
e no confinamento de animais mantidos a pasto. Some-se a isso o fato de que o0 aumento
do rebanho bovino terminado a pasto nos Gltimos anos tem incrementado a demanda por
alimentos concentrados proteicos, cuja fonte principal é o farelo de soja, com elevada
utilizacdo também na dieta de monogéastricos. Em decorréncia, a elevacdo da demanda
por fontes proteicas de concentrados tem se refletido na elevacgéo do seu valor de mercado
nos ultimos anos.

Devido aos altos custos dos suplementos proteicos de origem vegetal, utilizados
como principais componentes dos concentrados, novas alternativas ndo convencionais
passaram a ser exploradas nos ultimos anos (Campos et al., 2014), onde a utilizacdo de
leveduras do género Saccharomyces spp. tem se destacado para este fim (Aradjo et al.
2009).



A contribuicdo das leveduras, que sdo organismos unicelulares, ndo se restringe
apenas a contribuicdo proteica das suas células na dieta dos ruminantes, mas também aos
efeitos resultantes do seu processo metabolico. As culturas vivas de determinadas cepas
de Saccharomyces cerevisiae utilizadas como probioticos, aumentam a digestibilidade de
pardmetros como matéria seca, matéria organica e fibra em detergente neutro, indicando
que podem favorecer o aproveitamento do alimento pelos ruminantes (Bonato et al.,
2015).

O uso de leveduras vivas na nutricdo de bovinos apresenta resultados variados,
mas com trabalhos indicando resultados favoraveis com relacdo a todos os efeitos
ruminais, como digestdo dos nutrientes, redugéo da concentracdo de amonia, aumento da
digestdo da materia seca, na producdo (leite e ganho de peso) e composicdo do leite
(Bonato et al., 2015).

Existindo diferengas entre leveduras vivas e levedura autoclavadas in vitro, sendo
que ambas estimulam o processo de fermentagdo ruminal in vitro, mas o efeito mais
pronunciado foi obtido com leveduras vivas (Oeztuerk, 2009).

Diferentes espécies ou diferentes cepas de leveduras, bem com a dosagem usada
influenciam a resposta fisiologica, podendo ter uma influéncia de maior ou menor
magnitude na produtividade animal na dependéncia destas. Por outro lado, embora sejam
reconhecidas as importancias do estudo de novas cepas a serem usadas como probi6ticos,
suas dosagens e interacGes em dietas de diferentes naturezas, a selecdo de microrganismos
para serem usados como aditivos ainda é um processo complexo que exige a mensuragao
de diversos parametros referenciais para o processo digestivo nos ruminantes, sob
diferentes condicdes (Enjalbert et al., 1999; Newbold 1996).

Tem sido demonstrado que as cepas de algumas espécies foram capazes de
produzir altos niveis de biomassa de leveduras, usando melaco como fonte de carbono e
energia no processo de fermentacdo (Sanchez et al., 2007), possibilitando assim grandes
avancos na obtencdo de células em larga escala com baixo custo de producéo.

Novas investigacoes devem proporcionar oportunidades para projetar dietas
ajustadas para proporcionar respostas positivas no desempenho animal com o uso de
cepas especificas de levedura vivas como probidticos (De Ondarza et al., 2011).

E importante ressaltar que os resultados variados envolvendo o uso de leveduras
estdo intimamente ligados a cepa e sua interacdo com a dieta que foi fornecida aos animais
(Chung et al., 2011). Trabalhos com suplementacéo a pasto apresentam dados conflitantes

a respeito da eficacia da utilizacdo de leveduras. Martins (2013) apresenta resultado



favoravel a utilizagdo de suplemento contendo 5 gramas de levedura ativa (Yea-Sacc®)
no periodo de transicdo secas-dguas trabalhando com novilhas nelores, com
potencializacéo do efeito da suplementacdo. Ja Carvalho (2014) ndo encontrou esse efeito
para novilhas nelores no periodo da seca, utilizando a mesma quantidade da mesma
levedura.

Neste contexto, € importante se avaliar as cepas de leveduras e sua interacdo com
as fontes dietéticas para se identificar cepas superiores que interagem mais
favoravelmente com determinadas dietas, melhorando o desempenho animal ou a
utilizacdo da levedura como fonte proteica nas dietas de ruminantes visando redugéo dos
custos da dieta.

1.2 Aditivos na Nutricdo de Ruminantes

Na nutricdo de ruminantes tem-se intensificado a busca de aditivos que aceleram
ou melhoram a eficiéncia de utilizagdo dos nutrientes da dieta, ou seja, que potencializam
0 metabolismo melhorando a conversdo alimentar e/ou o desempenho animal.

O uso de aditivos contendo células vivas de microrganismos tem aumentado, em
resposta a demanda para o uso de substancias naturais, promotoras do crescimento que
melhoram a eficiéncia da producéo em ruminantes.

Aditivos, pelo “Decreto 76.986 de 06 de janeiro de 1976, sdo: “Substancias
intencionalmente adicionada ao alimento, com finalidade de conservar, intensificar ou
modificar suas propriedades, desde que ndo prejudique seu valor nutritivo, como 0s
antibidticos, corantes, conservantes, antioxidantes, leveduras e outros” (Brasil, 2009).

Aditivos em dietas para ruminantes tém sido usados visando melhorar a relacédo
simbiotica entre 0s microrganismos presentes no rimen e seu hospedeiro (Franzolin et
al., 2004). Os primeiros relatos da utilizacdo de culturas de leveduras como aditivo em
dietas de bovinos datam da primeira metade do século passado.

A utilizacdo de leveduras vivas como aditivo microbiano para alimentacédo animal
é atualmente bem aceito e amplamente utilizada, especialmente desde que alguns deles
foram reconhecidos oficialmente como aditivos alimentares na Europa.

As leveduras sdo utilizadas como ferramenta biotecnoldgica em varios setores
industriais, sendo a Saccharomyces cerevisiae tradicionalmente utilizada na fermentacao
de carboidratos e a mais utilizada como aditivo em suplementos para animais (Martin &
Nisbet, 1992).



Entre os aditivos existentes no mercado, destacam-se as culturas de leveduras, que

possuem caracteristicas que atendem as exigéncias internacionais. (Gattaset al., 2008).

1.3 Probidticos na nutricdo de ruminantes

Em algumas citagdes na literatura, tem sido observado o uso do termo "Direct-
Fed Microbial" (DFM) em lugar do termo probi6tico. O termo DFM e definido pelo FDA
(Foods and Drugs Administration) americano como “fonte natural de microrganismos
viaveis”.

O grupo DFMs pode ser constituido por leveduras do tipo Saccharomyces
cerevisiae e bactérias probiodticas como Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidume dentre outras.

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, através da instrucao
normativa n°13, define os probidticos como sendo cepas de microrganismos Vivos e
viaveis, que agem como auxiliares na recomposi¢do da flora microbiana do trato digestivo
dos animais, diminuindo o nidmero dos microrganismos patogénicos ou indesejaveis
(Brasil, 2009).

Vérios sdo 0s microrganismos probidticos permitidos na nutricdo animal, os
principais séo os Bacillus cereus, Bacillus cereustoyoi, Bacillus licheniformis, Bacillus
subtilis, Enterococcus faecium, Lactobacillus farciminis, Pediococcus acidilacticie,
Sacharomyces cerevisae entre outros (Sainz, 2010).

A capacidade de atuar como probidtico dependera do uso continuo e do
fornecimento de quantidade suficiente de células vivas (Yirga, 2015).

Um dos mecanismos de acdo dos probidticos esta relacionado com a excluséo
competitiva, onde o probiotico ira competir com os patdgenos por sitios de fixagédo e
nutrientes, impedindo sua acdo de forma passageira (Cross, 2002).

Em adicdo, efeitos imunoestimuladores dos probidticos ja foram relatados em
animais (Coppola & Turnes, 2004).

Segundo Arcuri et al. (2006), os provaveis mecanismos de acdo dos probioticos
no ambiente ruminal sdo: aumento no nimero de bactérias ruminais, maior condi¢éo de
anaerobiose do rdmen, maior estabilizagdo no pH ruminal e na melhoria da
digestibilidade da fibra.



1.4 Leveduras (Saccharomyces cerevisae)

Sdo fungos unicelulares eucariontes, possuem nucleo organizado, sao
heterotroficos, aclorofilados, pertencentes ao Reino Protista, seu crescimento ocorre para
a faixa de temperatura oscilando de 25° a 30 ° C (Tortora, 2000).

Estes fungos unicelulares vivem tanto na presenga como na auséncia de oxigénio,
reproduzindo-se quando o meio é rico em oxigénio (Costa, 2004).

As leveduras constituem-se no principal grupo de microorganismos eucariotos
utilizados pelo homem por meio de produtos naturais, bebidas e alimentos elaborados por
processos fermentativos (Costa, 2004).

As leveduras apresentam formato oval, podendo apresentar também formas
arredondadas ou elipticas, dependendo da maneira da reproducdo vegetativa, bem como
das condic¢6es de cultivo e idade da cultura. Suas células sédo elipticas, medindo entre 3 a
8 mm de comprimento entre 5-10 um de largura (Carvalho et al., 2006).

As principais estruturas da célula de levedura sdo: parede celular, membrana
citoplasmatica, nucleo, vacuolos e mitocdndria. A membrana citoplasmatica apresenta
permeabilidade seletiva, regulando a entrada e saida de materiais da célula (Rheinboldt,
1987).

Elas tém alta taxa de reproducdo, podendo reproduzir-se sexuadamente, formando
esporos, ou por reproducdo assexuada, envolvendo brotamento, gemulacdo ou fissdo
binaria (Lodder, 1971).

As leveduras sdo microrganismos muito utilizados na inddstria alimenticia,
desempenhando um papel muito importante na producdo de alimentos e bebidas
alcoolicas (Hierro et al., 2004; Mayoral et al., 2005). Pode também ser caracterizada como
um subproduto quando obtida no processo de fermentacdo alcodlica da cana-de-acUcar,
podendo ter importancia significativa na alimentacdo de ruminantes por apresentar
elevados teores de proteina de alto valor bioldgico.

Dependendo das cepas utilizadas no processo de fermentacao e das técnicas de
extracdo, e possivel a obtencdo de levedura com aproximadamente 40% de a proteina
bruta (PB) na MS, conforme determinado por Martins et al. (2000) e Valadares filho et
al. (2010) que relataram resultados analiticos para PB deste produto é de cerca de até
41%.

As formas de obtencdo das leveduras nas usinas para a fabricacdo de alcool de
cana-de-agucar normalmente sdo realizadas por meio do sistema Melle-Boinot, (Almeida,

1960). Neste, uma pequena gquantidade de leveduras ativa é adicionada a uma mistura de



caldo-de-aclcar e melaco, o que é fermentado, transformando aclcar em etanol. Em
seguida, o fermento (o mosto) é centrifugado, separando-se o creme de levedura viva do
vinho.

A partir do leite ou creme de leveduras pode ser feita uma sangria, ou seja, um
desvio de pequeno volume para originar um concentrado microbiano util a
complementacdo em ragdo animal.

Apesar de ndo se reproduzirem no ambiente ruminal, as leveduras possuem
atividade metabdlica no rimen e mantém sua viabilidade por algum tempo (Newbold &
Wallace; 1996).

A limitada reproducdo deste microrganismo dentro do rimen, sugere que 0
crescimento de S. cerevisiae no fluido ruminal seja improvavel, fazendo-se necessaria a

introducdo constante com a dieta ingerida. (Chaucheyras-duran et al., 1998).

1.5 Influéncia da inclusdo dietética de cepas vivas de leveduras Saccharomyces
cerevisiae no ramen

O estudo sobre 0 modo de acdo das leveduras vivas como aditivos suplementares
para ruminantes € bastante amplo e muitos sdo 0s mecanismos de a¢do propostos para
explicar os efeitos da sua adicdo a dieta de ruminantes sobre a melhora do desempenho
animal (Santos & Greco, 2012).

Para Kmet et al., (1993), as leveduras tém uma acdo diferenciada dos outros
probioticos, podendo estimular direta e indiretamente processos microbianos de
degradacdo e fermentacdo no rimen, ceco e célon de animais adultos.

De acordo com Martin & Streeter (1995), o efeito da S. cerevisiae pode operar
sobre o ambiente ruminal favorecendo a utilizacdo do &cido latico pelas bactérias
consumidoras de acido latico, estabilizando o pH ruminal e prevenindo a acidose.

Os principais efeitos das leveduras na alimentacdo de ruminantes sdo, da
aceleracdo do processo de maturidade do rimen como camara de fermentagcdo pelo
favorecimento do estabelecimento microbiano, estabilizagdo do pH ruminal e interagdes
com bactérias que degradam a parede celular das plantas e metabolizadoras de lactato
(Chaucheyras-durand et al., 2008).

As alteracOes associadas a utilizacdo das leveduras incluem também o aumento
da concentracdo de acidos graxos volateis e propor¢do molar de propionato, decréscimo
da concentracdo de &cido latico no liquido ruminal e menor variagdo pés-refei¢cées no pH

e amonia ruminal (Morais et al., 2011).



Assim, o pH do rimen torna-se mais estavel, a metanogénese e a proporcao de
acidos graxos volateis sdo alteradas, consequentemente, a concentracdo de acido latico
diminui, conforme (Martin & Nisbet, 1992).

Sugere-se também que a suplementacdo com leveduras forneca no rimen fatores
de crescimento sollveis, como &cidos organicos, vitamina B e aminodcidos que s&o
exigidos por certos grupos de microrganismos (Rossi et al., 2004).

Alguns estudos tém sugerido que a remogdo do O presente no ambiente ruminal
e a atividade respiratoria das leveduras, poderia estimular o crescimento de bactérias
estritamente anaerobicas, principalmente celuloliticas (Wallace & Newbold, 2007).
Segundo Rose (1987), as leveduras podem consumir O2 ruminal e, assim, estimular o
crescimento de bactérias anaerobicas.

Tripathi et al. (2010) relatam também um outro efeito da utilizacdo de cepas de S.
cerevisiae na fermentacdo ruminal, relatando que esta cepa pode ser eficiente para a
estabilizacdo do pH ruminal por estimular os protozoérios ciliados entodiniomorfos, que
sdo capazes de consumir lactato e sdo conhecidos também por digerir granulos de amido
muito rapidamente e, assim, competir eficazmente com as bactérias amiloliticas por esse
substrato.

Os efeitos das leveduras vivas no ambiente ruminal, bem como o desempenho dos
animais, ainda ndo estdo totalmente elucidados, contudo, com o aumento dos
experimentos utilizando leveduras como aditivos na dieta de ruminantes, podera definir
em que condicOes de dieta esses aditivos devem ser inseridos de forma a beneficiar o
desempenho animal (Morais et al., 2011).

1.6 Efeito da inclusdo de leveduras na dieta sobre a digestibilidade da Fibra

As leveduras, Saccharomyces cerevisiae, sdo fungos que desempenham um papel
fundamental na digestdo de fibras, pois estdo envolvidas no incremento da colonizacéo
por fungos na parede celular vegetal das particulas do alimento, facilitando o acesso das
bactérias celuloliticas e hemicelulolicas as fragdes menos lignificadas (Chaucheyras-
durand et al., 2010).

Além disso, as leveduras utilizam o oxigénio residual, tempo (Newboldet al.,
1996), estabilizam o pH ruminal, (Dawson, 1992) e proporcionam condicGes ideais para
o desenvolvimento da microflora fibrolitica (Guedes et al., 2008).

Alguns trabalhos tém demonstrado efeitos benéficos de leveduras associados ao

aumento na digestibilidade da matéria seca e da FDN (Plata et al., 1994). Tem sido



sugerido que leveduras favorecem o aumento no namero total de bactérias ruminais e de
populacdes celuloliticas, e que este seria um dos mecanismos capazes de induzir ganhos
na digestdo da fibra (Wallace, 1994). No entanto, Bitencourt et al. (2011) observaram que
a digestibilidade aparente da fibra, tendeu a ser maior nas dietas com levedura, mas ndo
detectaram alterag&o no valor de pH ruminal.

Callaway e Martin (1997) sugerem que a utilizacdo da levedura pode atuar sobre
0 tempo necessario para colonizacdo microbiana da fibra. Resultado de uma meta-analise
sugere que o uso mais efetivo das leveduras ocorra em dietas de baixa fibra e alto amido,
situacdo onde a producdo da enzima celulase encontra-se deprimida pela diminuicdo da
populacdo de bactérias celulotiticas (Williams et al., 1991).

No entanto, resultados mais recentes de uma meta-analise sugerem que a
suplementacdo com levedura teria um efeito sobre a digestibilidade da matéria organica

quando a FDN foi aumentada nas dietas (Desnoyers et al., 2009).
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Il - OBJETIVO GERAL

Avaliar in vitro o potencial de cepas de Saccharomyces cerevisiae como aditivo

probidtico para uso em dietas para ruminantes.



17

Il - CAPITULO |

ADICAO DE CEPAS DE LEVEDURAS DO SEMIARIDO BRASILEIRO
NA DIGESTIBILIDADE IN VITRO DE SUBSTRATOS COM
DIFERENTES PROPORCOES DE VOLUMOSOS

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito da adicdo de trés cepas de leveduras, sobre a
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) em dietas contendo diferentes relagdes de volumoso e concentrado. Utilizou-
se um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3x4, fazendo-se 0 uso
de trés cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae (LBCM 13, 29 e 45), em quatro
niveis de inclusdo (0; 0,2; 0,4 e 0,6 g de MS/L). As cepas de leveduras foram comparadas
em cinco diferentes relacbes de volumoso e concentrado, sendo as proporcdes de
volumoso das dietas (100, 75, 50, 25 e 0%) determinadas na base da matéria seca. As
digestibilidades foram mensuradas ap6s 48 horas de fermentacdo. Para a DIVMS e
DIVFDN foram encontrados os pontos de maxima das equacdes proximos a dose de 0,4
g de MS/L para todas as dietas avaliadas ao se utilizar a cepa LBCM 45, sendo esta
superior (P<0,05) as demais para a DIVMS. Ja a cepa LBCM 29 apresentou resultados
semelhantes (P>0,05) a cepa LBCM 45 para a DIVFDN com o mesmo nivel de incluséo
de 0,4 g de MS/L, menos para a dieta 100% volumoso. Conclui-se que os melhores
resultados para a DIVMS e DIVFDN foram na dose de 0,4 g de MS/L para todas as dietas
avaliadas. Recomenda-se o nivel de incluséo de 0,4 g de MS/L da cepa LBCM 45, por
apresentar os melhores resultados de digestibilidade in vitro tanto para matéria seca e

fibra em detergente neutro.

Palavras—chave: aditivo, modulag&o ruminal, probiotico.
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BRAZILIAN SEMIARID YEAST STRAINS INCLUSION ON IN VITRO
DIGESTIBILITY OF SUBSTRATES WITH DIFFERENT ROUGHAGES
PROPORTIONS

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the effect of three strains
inclusion on in vitro dry matter (IVDMD) and neutral detergent fiber (IVDNDF)
digestibilities of diets containing different roughages concentrate ratios. A completely
randomized design was used in a 3x4 factorial scheme, using three yeast strains of
Saccharomyces cerevisiae (LBCM 13, 29 and 45), in four inclusion levels (0; 0.2; 0.4 and
0.6 g of DM/L). Yeast strains were compared in five different roughage and concentrate
ratios, with the proportions of roughage of the diets (100, 75, 50, 25 and 0%) determined
on dry matter basis. The digestibilities were measured after 48 hours of fermentation. For
IVDMD and IVDNDF, the maximum points of the equations close to the dose 0,4 g of
DM/L were found for all diets evaluated when the LBCM 45 strain was used, which was
higher (P<0.05) the others for the IVDMD. The LBCM 29 strain showed similar results
(P>0.05) as LBCM 45 strain for the IVDNDF with the same inclusion level of 0.4 g
DMI/L, except for the 100% roughage diet. It is concluded that the best results for the
IVDMD and IVDNDF were at the dose of 0.4 g of DM/L for all diets evaluated. The level
of inclusion of 0.4 g of DM/L of the LBCMA45 strain is recommended, because it reveled

the best in vitro digestibility results for both dry matter and neutral detergent fiber.

Keywords: additive, ruminal modulation, probiotic.
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INTRODUCAO

O uso de culturas vivas de determinadas cepas de Saccharomyces cerevisiae
utilizadas como probidticos nas dietas para ruminantes pode contribuir para 0 aumento
da digestibilidade de pardmetros como matéria seca, matéria orgénica e fibra em
detergente neutro, indicando que elas podem favorecer o aproveitamento dos alimentos,
atuando diretamente no ambiente ruminal ou mesmo no intestino delgado de ruminantes
(Bonato et al., 2015).

A literatura sobre o tema comprova que as leveduras sdo capazes de influenciar
positivamente os resultados dos pardmetros nutricionais relacionados a digestdo, a
reducdo da concentracdo de amonia no rimen, e a elevacdo do desempenho animal para
0 ganho de peso, producao e composicdo do leite (Bonato et al., 2015; Rossow et al.,
2017).

Entretanto, a utilizagdo destes fungos unicelulares na nutricdo de bovinos tem
também apresentado resultados inconsistentes, nos quais o efeito probiotico destas ndo se
evidencia significativamente.

Boa parte da ineficacia dos resultados envolvendo o uso de leveduras como
aditivos microbianos esta relacionado as cepas utilizadas e sua interagdo com a dieta
justificando a necessidade de pesquisas que avaliem conjuntamente cepas, dietas e suas
interacdes (Chung et al., 2011).

Nesta linha, o emprego de diferentes espécies de fungos, ou de cepas vidveis ou
mortas de leveduras como probioticos, bem como as suas dosagens usadas nas dietas
influenciam os resultados na produtividade animal, apontando para a necessidade de
selecdo de espécies e cepas que se mostrem mais adequadas a utilizacdo nutricional como
aditivo (Enjalbert et al., 1999; Newbold, 1996; Viera, 2016).

Portanto, novas investigacbes sdo necessarias para avaliar os efeitos
suplementares de leveduras selecionadas quando fornecidas conjuntamente a dietas
contendo diferentes proporgdes de volumosos e concentrados (Abréo et al., 2012; De
Ondarzaet al., 2011; Salvati, 2014).

Desse modo, objetivou-se avaliar o efeito de trés cepas de leveduras sobre a
digestibilidade in vitro da matéria seca (DIVMS) e da fibra em detergente neutro
(DIVFDN) em dietas contendo diferentes relagdes de volumoso e concentrado para

ruminantes.
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MATERIAL E METODOS

Realizou-se este trabalho no Laboratorio de Nutricdo Animal — UESB, Campus
de Vitoria da Conquista/BA. Os procedimentos experimentais e 0 uso de animais
portadores de canulas ruminais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animal
da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (CEUA, protocolo n° 094/2015).

O experimento foi desenvolvido utilizando-se um delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x4 com quatro repeticdes, fazendo-se o uso de trés
cepas de leveduras Saccharomyces cerevisiae, em quatro niveis de inclusao (0; 0,2; 0,4 e
0,6 g de MS/L). As cepas de leveduras foram comparadas em cinco diferentes relagdes
de volumoso e concentrado, sendo as proporcdes de volumoso das dietas (100, 75, 50, 25
e 0%) determinadas na base da matéria seca. As culturas de leveduras utilizadas
continham cepas vivas e viadveis de 3 cepas de leveduras (Saccharomyces cerevisiae)
isoladas de alambiques para a producdo artesanal de aguardente, pelo Laboratério de
Biologia Celular e Molecular (LBCM) da Universidade Federal de Ouro Preto, nas
localidades de Abaira (BA), cepa LBCM 29, Aracuai (MG), cepa LBCM 45; e
Carinhanha (BA), cepa LBCM 13, com indculos contendo 3,6x10%*; 6,4x10% e 2,7x10%
unidades formadoras de col6nia por grama(UFC/g) respectivamente. As leveduras
utilizadas foram isoladas e selecionadas dentre inumeros isolamentos de cepas diversas
de leveduras nestas regides, para utilizacdo rotineira futura em alambiques de associacdes
comunitarias de produtores rurais, objetivando uma maior padronizagdo na producgdo de
bebidas destiladas e pré-selecionadas para a producdo de cerveja, sendo estas
classificadas em trés grupos distintos (Aradjo, 2013).0 agrupamento das cepas, foi
baseada nos testes de crescimento em baixas temperaturas (15 e 20°C), capacidade de
fermentacdo de melobiose/secrecao de melobiase, alta capacidade de floculacdo (>50%),
altos indices de hidrofobicidade (>50%) e relacdo entre os residuos de manose/glicose na
parede celular (Araujo, 2013).

As trés cepas de leveduras foram cultivadas no laboratério de Nutricdo Animal da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de Vitéria da Conquista, para
multiplica-las e usa-las nos ensaios. Para tanto, o cultivo das leveduras foi feito em frascos
de pléstico de 20 litros de capacidade. O meio utilizado foi composto de agucar demerara,
que se caracteriza por ser um agucar granulado de coloragdo marrom clara, pois néo sofre
processo de branqueamento. O agucar assim produzido apresenta um leve refinamento e

ndo recebe aditivos quimicos, apresentando valores nutricionais semelhantes ao agucar
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mascavo. Este aglcar foi diluido a uma concentracdo de 40 g/L em agua destilada e
acrescido de 0,25% de levedo de cerveja em po.

O cultivo das leveduras foi executado sob aeracdo constante, permanecendo sob
incubacdo por 24 horas, favorecendo assim a multiplicacdo das células. Apds este
periodo, a processo de cultivo foi interrompido, separando-se a massa de leveduras que
se decanta naturalmente no periodo de incubacdo, da fase liquida superficial. Em seguida,
os recipientes foram acondicionados a temperatura de 4°C, por 24 horas, para promover
maior decantacao, facilitando a separacdo da massa de leveduras.

Para obter-se as diferentes relacbes volumoso-concentrado descritas
anteriormente nas sucessivas incubagfes in vitro, utilizou-se o volumoso silagem de
milho. O concentrado foi composto pela mistura de grao de milho (85%) e farelo de soja
(15%) (Tabelas 1).

As dietas foram pré-secas em estufa de ventilacdo forcada a 60°C, por 72 h. Em
seguida, foram moidas em moinho de facas acoplado a uma peneira com crivos de 1 mm
de didmetro possibilitando a moagem do material para determinacéo dos teores de matéria
seca (MS), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM) e extrato etéreo (EE), sendo
quantificados de acordo com Detmann et al. (2012). Foram analisadas adicionalmente a
fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) e fibra em detergente
acido (FDA) pelo método sequencial, conforme Detmann & Valadares Filho (2010).

A determinacdo da digestibilidade in vitro aparente da matéria seca (DIVMS) e
da fibra em detergente neutro (DIVFDN) foi efetuada utilizando-se a técnica descrita por
Goering e Van Soest (1970) adaptada a metodologia do rumen artificial desenvolvido
pela ANKON® (Ankom technology, 2010), utilizando a incubadora TE-150 (TECNAL).

Foram pesados 0,5 g de amostra seca das diferentes dietas em sacos de filtro (F-
57 ANKOM®), que em seguida foram vedados utilizando-se uma seladora com Iamina
incandescente.

Os sacos foram colocados no interior de cada um dos sete jarros de incubacédo de
vidro no interior da incubadora Tecnal® modelo TE-150, mantendo-se a temperatura
constante de 39°C e constancia na movimentacao rotativa dos jarros. Em cada um deles
introduziu-se vinte amostras e um saco branco por jarro. Destas vinte amostras, haviam
todas as cinco diferentes dietas e quatro repeti¢cdes de cada uma delas. Cada um dos sete

jarros utilizados nas incubagdes correspondeu a inclusdo de um nivel de leveduras.
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Tabela 1. Proporcdo dos ingredientes (% de matéria seca) e composicdo nutricional das dietas
experimentais.

100%

Item silagem 75% silagem  50% silagem  25% silagem 0% silagem

Silagem de milho (%) 100 75 50 25 0

Milho gréo moido (%) 0 21,25 42,5 63,75 85,0
Farelo de Soja (%) 0 4,75 7,5 12,25 15,0

Composicdo

MS (%) 37,69 50,43 63,17 75,90 88,64
MO (% MS) 94,89 95,73 96,72 97,56 98,28
PB (% MS) 7,24 9,18 11,12 13,06 15,00
EE (% MS) 1,48 2,04 2,58 3,12 3,79
FDN (% MS) 52,67 41,52 31,08 20,90 11,22
FDNcp (% MS) 50,58 39,18 28,67 18,89 9,37
FDA (% MS) 29,06 22,37 15,56 9,45 3,74
Lignina (% MS) 4,90 2,90 2,21 1,93 0,58
CNF (% MS) 35.59 45.33 54.35 62.49 70.12
NDT! (% MS) 59,91 65,80 69,17 82,93 89,12

MS — Matéria seca; MO — Matéria organica; PB — proteina bruta; EE — extrato etéreo; FDN — fibra em
detergente neutro; FDNcp — fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; FDA — fibraem
detergente acido; NDT — nutrientes digestiveis totais, 'segundo: Detmann et al., 2016.

As incubacdes foram realizadas em duas rodadas, perfazendo o uso dos sete jarros
em cada uma delas, quando incubou-se as 3 cepas e dois niveis de inclusdo, mais um jarro
sem a inclusdo da levedura em uma Unica rodada, repetindo-se o procedimento com 0s
niveis de incluséo restantes na rodada seguinte. Permanecendo incubadas por 48 horas.

O liquido ruminal utilizado nos jarros para os procedimentos das incubacdes das
dietas com a incluséo de niveis crescentes de leveduras foi obtido simultaneamente de
trés vacas holandesas canuladas no rimen, alimentadas com dieta composta por 70% de
silagem de milho e 30% de racéo concentrada comercial com 23% de proteina bruta (base
seca). Os animais foram adaptados a dieta descrita acima durante por 14 dias
anteriormente ao inicio das coletas das amostras de fluido ruminal composto das trés
vacas utilizadas como doadoras de fluido ruminal.

A digesta ruminal (liquido e s6lidos) foi coletada em véarios pontos da interface
liquido sélido do ambiente ruminal imediatamente antes do inicio de cada rodada de
incubacdo, anteriormente ao inicio da alimentacdo matinal das vacas. Logo apés a
retirada, a digesta foi transferida para o interior de garrafas térmicas pré-aquecidas a
temperatura de 39°C. Posteriormente, o material homogeneizado foi filtrado em quatro
camadas de gaze em frascos Becker de 2 L, mantidos em banho maria a 39°C.

Logo apos, 400 mL desse liquido ruminal foram transferidos para jarros proprios
da incubadora TE-150 (TECNAL), para se realizar a determinacéo da digestibilidade in
vitro. Em seguida, foram adicionados 1.600 mL de solu¢édo tampé&o ja misturada com os
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niveis estabelecidos de lodo da levedura (decantado) nas propor¢des de 0,2; 0,4 e 0,6 g
de MSJ/L), sendo os jarros selados apés a adi¢do de CO- por cerca de 30 segundos.

A solucao tampao, preparada em recipientes pré-aquecidos a 39 °C, foi composta
pela mistura da solucéo A: 10,0 g de KH2P04; 0,5 g de MgS04.7H20; 0,5 g de NaCl; 0,1
g de CaCl2.2H>0 e 0,5 g de ureia, por litro de solugdo; com a solucdo B: 15,0 g de Na;COs
e 1,0 g de Na2S.9H>0 em 100 mL de solucéo. A mistura foi feita respeitando-se a relagéo
de 5:1, obtendo-se, assim, 1.330 mL de solucédo A e 266 mL de solucdo B, com pH final
de 6,8.

Apos 48 horas, os sacos de filtro foram imediatamente lavados com agua destilada
quente (temperatura superior a 90°C), exercendo-se leve pressao manual para retirada dos
gases neles contidos. Apds a lavagem, todos os sacos de filtro foram secos (105°C/24 h)
e pesados, obtendo-se o residuo aparentemente ndo digerido da MS.

Para a avaliagdo da DIVFDN, os sacos de filtro foram acondicionados em potes
plasticos autoclavaveis (150 mL), sendo adicionados 50 mL de solucdo de detergente
neutro e 250 puL de a-amilase termoestavel. Os potes com os sacos de filtro em seu interior
foram autoclavados por uma hora a 100°C. Posteriormente, os mesmos foram lavados
com &gua destilada quente (temperatura superior a 90°C) e acetona. Apds a lavagem, 0s
sacos de filtro foram secos (105°C/24 h) e pesados para obtencao do residuo ndo digerido
de FDN (Detmann et al.,2012).

As analises de variancia para os valores de DIVMS e DIVFDN foram realizadas
com o auxilio do programa estatistico Statistical Analyses System - SAS (SAS, 2002).
N&o se abordou a interagéo tripla entre as dietas, cepas e dose das mesmas. A comparacao
entre os tratamentos baseados nas diferentes doses de inclusdo das cepas de leveduras no
meio de cultivo foi realizada por intermédio do teste Tukey. A avaliacdo do efeito dos
niveis de inclusdo das cepas de leveduras foi realizada por intermédio de anéalise de
regressdo por contrastes polinomias, ndo adotou o modelo cubico por ndo apresentar
explicagdo biologica. Todos os testes de significancia foram realizandos considerando-se
a a 5% de probabilidade.

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Yijk =pn + ai + Bj+ apij + &ijk

Onde, Yijk = valor observado para a variavel em estudo referente a k-ésima

repeticdo da combinacdo do i-esimo nivel do fator A com o j-ésimo nivel do fator B; p =

media geral; oi = efeito do i-ésimo nivel do fator A no valor observado Yijk; Bj = efeito
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do j-ésimo nivel do fator B no valor observado Yijk; ofij = efeito da interacdo do i-ésimo
nivel do fator A como o j-ésimo nivel do fator B; eijj = erro associado a observacéo Yijk.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interagdo significativa entre as cepas de leveduras e os niveis de inclusdo
das mesmas, em todas as dietas avaliadas para digestibilidades in vitro da matéria seca
(DIVMS) (Tabela 2).

Ao se desdobrar o efeito das cepas dentro das doses de incluséo da levedura para
a digestibilidade da matéria seca, verificou-se efeito quadratico para a cepa LBCM 45
para todas as dietas avaliadas, sendo o0s pontos de maxima situados em 0,32; 0,27; 0,33;

0,34 e 0,31 g/L para as dietas 100, 75, 50, 25 e 0% de volumoso respectivamente.

Tabela 2. Valores médios das digestibilidades in vitro da matéria seca (DIVMS) das dietas em fungéo dos
niveis de inclusdo das cepas LBCM 13, LBCM 29 e LBCM 45.

Cepa de Leveduras (g/L) EPML Valor P?

levedura 0 0,2 0,4 0,6 L Q

LBCM 13 66,95a  62,84b 64,09a 0,206 0,166
LBCM 29 63,92 65,552  60,28b 63,06a 0,52 0,043 0,473
LBCM 45 67,14a  73,85a 63,40a 0,305 <,001
LBCM 13 69,96b  72,03b 69,17a 0,608 0,419
LBCM 29 70,80 70,47b  69,62b 70,74a 0,38 0,766 0,354
LBCM 45 73,96a  75,8la 67,78a 0,083 <,001
LBCM 13 75,94b 77,790 78,13a 0,307 0,531
LBCM 29 77,01 78,28ab  76,93b 76,90a 0,36 0,576 0,335
LBCM 45 79,71a  83,65a 77,72a 0,118 <,001
LBCM 13 83,54a  86,31b 76,79b 0,077 0,005
LBCM 29 82,29  83,26a  83,58b 84,01a 0,55 0,188 0,764
LBCM 45 84,82a  90,90a 83,76a 0,069 0,001
LBCM 13 91,30a 92,29 93,05a 0,078 0,256
LBCM 29 91,83 91,60a  90,30c 90,44b 0,31 0,043 0,738
LBCM 45 92,23a  9791a 90,83b 0,206 <,001

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade;

Erro padrdo da média (%); 2L e Q: efeitos de ordem linear e quadratica relativos a inclusdo das cepas de levedura,
respectivamente.

Para a cepa LBCM 13 observou-se também efeito quadratico para a dieta contendo
25% de volumoso, com ponto de méxima para a dosagem de levedura estimado pela
equacdo em 0,25 g/L.

Para a cepa LBCM 29 houve efeito linear decrescente nas dietas contendo 100%
de alimentos volumosos e na dieta contendo apenas alimentos concentrados, sendo que
para cada g/L acrescida na quantidade de levedura introduzida no meio verificou-se a uma

reducdo de 3,93 e 2,73% respectivamente na digestibilidade da matéria seca.



25

Desta forma, ndo sé as caracteristicas intrinsecas das cepas das leveduras, mas
também as doses usadas nas dietas se apresentaram também como componentes
preponderantes para produzir o efeito desejado. Para a LBCM 45 a dose média que
resultou em maiores digestibilidades ruminais da matéria seca para todas as dietas foi de
0,32 g/L, sendo dentre as leveduras testadas aquela que se mostrou mais uniforme em
relacdo aos seus efeitos positivos em diferentes tipos de dietas.

Neste particular, Figueiroa et al. (2015) encontraram efeito quadréatico in vitro
para a dose da levedura Biosaf® sobre a digestibilidade da matéria seca. A dose que
proporcionou maior efeito sobre este parametro foi a de a 0,4 g/L, ou seja, dose esta
préxima a que foi encontrada neste ensaio para a LBCM 45.

Considerando-se que as leveduras LBCM 45, LBCM 13 e LBCM 29 apresentam
perfis distintos quando analisadas sob o ponto de vista de floculacdo, velocidade de
absorcdo de carboidratos e temperatura 6tima de crescimento (Aradjo, 2013). Seria
também de se esperar que os resultados de digestibilidade da matéria seca nas diferentes
dietas em relacédo as dosagens testadas destas leveduras fossem diferentes.

Segundo a Araljo (2013) a capacidade de transporte de a-glicosideos foi avaliada
nas cepas em estudo. A cepa LBCM 45 apresentou 0s maiores valores para o transporte
do pNPoG, em torno de 676 nM.min/g de células. A cepa LBCM 29 apresentou valor
intermediario (222 nM.min/g de células). A cepa LBCM 13 apresentou valor inferior a
todas (117 nM.min/g de células).

Este fato esta relacionado a maior capacidade da cepa LBCM 45, em relacdo as
demais, de conseguir realizar com maior eficacia o transporte de a-glicosideos para serem
por ela metabolizados, mantendo-se provavelmente mais ativa no meio e favorecendo a
fermentacdo. Assim, esta caracteristica prépria da cepa LBCM 45 seria
proporcionalmente mais importante em dietas com maior prevaléncia de alimentos
concentrados do que na de volumosos em razdo da maior quantidade de carboidratos néo
fibrosos na primeira.

O aumento da digestibilidade da matéria seca pela inclusdo média de levedura em
até 0,32 g/L para as dietas pode ser explicado pelas alteragdes nos padrdes de fermentacédo
ruminal. De acordo com Robinson e Erasmus (2009) e Suarez e Guevara (2018), o
ambiente ruminal é afetado favoravelmente pelas leveduras, podendo influenciar nos
valores de pH ruminal, o que favoreceria o desenvolvimento da flora microbiana,

principalmente as bactérias celuloliticas. Lila et al. (2004) relataram aumento linear do
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namero total de bactérias e de bactérias celuloliticas, com a adicdo de leveduras, o que
estimularia a degradacgéo da celulose.

Ao se desdobrar o efeito da adicdo das doses das leveduras dentro das cepas em
relacdo a digestibilidade da matéria seca (Tabela 2), observou-se que para a dieta de 100%
de volumoso, so foi possivel verificar diferencas significativas para a dose 0,4 g/L. Nela,
a cepa LBCM 45 foi superior as demais (73,85% de DIVMS), sendo 11% superior as
demais.

Ao contrario do verificado para a cepa LBCM 45 neste ensaio, onde constatou-se
a maior amplitude de diferenca entre os resultados desta e do controle para a DIVMS na
dieta contendo 100% de volumosos (10%), Figueiroa et al. (2015) encontram para a
Biosaf® efeito mais pronunciado na dieta contendo 75% de volumoso.

Ha& de se considerar obviamente a natureza dos alimentos volumosos utilizados
nos ensaios. No presente ensaio, 0 volumoso utilizado foi a silagem de milho que
contrasta com o utilizado por Figueiroa et al. (2015) a base de feno de capim Coast Cross
(Cynodon dactylon).

Lascano et al. (2009) avaliaram a adicdo de Saccharomyces cerevisiae em dietas
com alto e baixo teor de concentrado (60% e 20%, respectivamente) e observaram que a
adicdo da levedura aumentou a digestibilidade da matéria seca, em dietas com menor
proporcdo de volumoso. No presente trabalho o efeito foi oposto, a adicdo de levedura
proporcionou aumento de 9,93% na DIVMS de forma mais efetiva na dieta com maior
propor¢édo de volumoso, no nivel de 0,4 g/L utilizando-se a cepa LBCM 45 (Figura 1).

Ainda na Tabela 2, para a dieta com 75% de volumoso as cepas diferiram nas
doses 0,2 e 0,4 g/L onde a cepa LBCM 45 foi novamente superior as demais (73,96 e
75,81% de DIVMS, respectivamente), caracterizando a sua maior constancia frente
diferentes relacdes concentrado volumoso.

Para a dieta com 50% de volumoso na dose 0,4 g/L diferiu, a cepa LBCM 45 foi
superior as demais (83,65% de DIVMS). Para a dieta com 25% de volumoso a dose 0,4
g/L diferiu, a cepa LBCM 45 foi superior as demais (90,90% de DIVMS). Ja para a dose
0,6 g/L diferiu, a cepa LBCM 13 foi inferior as demais (76,79% de DIVMS).
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Figura 1 - Digestibilidade in vitro da MS de dietas com diferentes proporcdes de volumoso com a incluséo
de niveis crescentes de trés cepas de leveduras (LBCM 13, LBCM 29 e LBCM 45)
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Quando se observam os resultados encontrados na Tabela 2, constata-se que houve
de fato diferenca significativa na digestibilidade ruminal para a cepa LBCM 45 em
relacdo as demais na dose de 0,4 g/L enquanto que, para a dosagem de 0,6 g/L a levedura
LBCM 13 foi superior as outras na dieta contendo 100% de alimentos concentrados.

Além da DVIVMS, estudou-se o efeito da inclusdo de diferentes doses das
leveduras sobre a degradabilidade da fragéo fibra detergente neutro.

Assim, para as dietas contendo apenas alimentos concentrados ou apenas
alimentos volumosos, como a distribuicao equitativa entre eles (50% de cada), observou-
se interacdo entre as dosagens e cepas testadas (Tabela 3).

Para a dieta contendo 75% de volumosos os resultados de degradabilidade ruminal
da FDN apresentaram comportamento quadratico para a inclusdo crescente de levedura,
com o ponto de maxima da digestibilidade da FDN (76,46%) na dose 0,36 g/L. As cepas
LBCM 45 e LBCM 29 foram semelhantes (P>0,05).

Tabela 3. Valores médios das digestibilidades in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN) das dietas
em funcdo dos niveis de inclusdo das cepas LBCM 13, LBCM 29 e LBCM 45.

Cepa de Leveduras (g/L) . Valor P
lovadura 0 0.2 04 0.6 Média EPM' B o
LBCM 13 69,16b  6625c  69,71a 68,39 0,734 0,050
LBCM29 6842 6984ab 6922b 6826a 6893 029 0781 0193
LBCM 45 7181a 72442 691la 70,44 : 0301 <001
Meédia 7027 6930 69,03

LBCM 13 7384 7490 7460  74.12b

LBCM29 7315 7550 7643 7568  75,19ab

LBCM 45 7760 7835 7465  7594a 0,31 0,003 <001
Meédia 7565 7656 74,98

LBCM 13 80,38  8047b 81452 80,86 0,662 0133

LBCM29 8112 8290a 838a 8191a 8245 0y 0040 <001

LBCM 45 8367a 84752 8128a 82,71 : 0225 <001
Meédia 8232 8303 8155

LBCM 13 8740 8888 8580  87.24b

LBCM29 86,86 8878 90,68 8897  88.83a

LBCM 45 8888 9124 8383  8895a 028 0007 <001
Meédia 8835 0027 87,87

LBCM 13 95100 9572b  96.8la 9584 0,031 0028

LBCM29 9575 9623a  97.6la 95480 9627 o1s 0480 <oo1

LBCM 45 9541ab  97,82a 9561b 96,15 : 0,058 0,001
Meédia 9558 97,05 9597

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade;

'Erro padrdo da média (%); L e Q: efeitos de ordem linear e quadratica relativos a inclusdo das cepas de levedura,
respectivamente.

Para a dieta 25% de volumoso houve comportamento quadratico para a inclusao

crescente de levedura, com o ponto de maxima da digestibilidade da FDN (89,62%) na



29

dose 0,35 g/L. As cepas LBCM 45 e LBCM 29 foram semelhantes (P>0,05). A cepa
LBCM 13 foi inferior as demais cepas.

Ao se desdobrar as cepas dentro das doses de inclusdo da levedura para a
digestibilidade in vitro da fibra em detergente neutro (DIVFDN), verificou-se efeito
quadrético para a cepa LBCM 45. Para as dietas contendo 100%, 50 e 0% de volumoso
um comportamento quadratico com ponto de maxima da digestibilidade em 0,32; 0,31 e
0,34 g/L foi registrado respectivamente.

Para a cepa LBCM 13 observou efeito quadratico para as dietas 100% e 0% de
volumoso, onde os pontos de minima estimado pela equacdo foram situados em 0,29 e
0,21 g/L respectivamente. Enquanto que, para a cepa (LBCM 29) os resultados da
DIVFDN resultaram em um efeito quadratico com o incremento das doses testadas, sendo
0s pontos de maxima foram situados em 0,34 e 0,31 g/L na digestibilidade da FDN, para
as dietas 50% de volumoso e 0% de volumoso respectivamente.

Para as digestibilidades ruminais in vitro da FDN, a dose média estimada que
resultou em melhores resultados para todas as dietas foi de 0,33 g/L, dentro de todas as
leveduras testadas, sendo a cepa LBCM 45 foi aquela que se mostrou mais uniforme em
relacdo aos seus efeitos positivos em diferentes tipos de dietas (Figura 2).

Ao se desdobrar os resultados da DIVFDN para as doses de avaliagdo das
leveduras dentro das cepas, observou-se que para a dieta de 100% de volumoso, houve
diferenca para as doses 0,2 g/L onde a cepa LBCM 45 foi superior a cepa LBCM 13
(71,81 e 69,16% de DIVFDN, respectivamente).

Para a dieta com 50% de volumoso a dose 0,2 e 0,4 g/L diferiram, sendo a cepa
LBCM 13 foi inferior as demais (80,38 e 80,47% de DIVFDN, respectivamente).

Para a dieta com 0% de volumoso a dose 0,2 g/L diferiu, a cepa LBCM 29 foi
superior (P<0,05) a cepa LBCM 13 e ndo diferiu (P>0,05) da cepa LBCM 45 que é
semelhante (P>0,05) a cepa LBCM 13. Na dose de 0,4 g/L a cepa LBCM 13 foi inferior
(P<0,05) as demais. J& para a dose 0,6 g/L, a cepa LBCM 13 foi superior (P<0,05) as
demais (96,81% de DIVFDN).
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Figura 2 - Digestibilidade in vitro da FDN de dietas com diferentes propor¢des de volumoso com a incluséo
de niveis crescentes de trés cepas de leveduras (LBCM 13, LBCM 29 e LBCM 45).
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De forma semelhante ao verificado para a digestibilidade da matéria os efeitos
positivos da inclusdo das leveduras nas diferentes dietas também foram verificados para
a fracdo FDN (Tabela 3). O incremento na degradabilidade da fracao fibrosa nas dietas,
pode ser decorrente da utilizacdo do amido, presente na dieta, e da remocao de substratos
facilmente fermentaveis do meio que provocam indiretamente sdo capazes de promover
0 aumento na digestibilidade da fibra (Gomes et al., 2010; Lascano et al., 2009) por meio
da maior estabilidade do pH ruminal. Neste sentido, o efeito positivo observado para a
degradabilidade da FDN pode da mesma foram ter sido provocado em decorréncia do
aumento do numero total de bactérias ruminais que melhorariam a degradagéo da fibra e
o fluxo de proteina microbiana ruminal (Robinson & Erasmus, 2009).

Segundo a Araljo (2013) as cepas experimentais testadas no presente ensaio
apresentaram percentual de floculagdo maior que 32%. A cepa LBCM 45 apresentou o
maior percentual de floculagdo (72+4%). A cepa LBCM 29 apresentou valor
intermediario (58+2%) e a cepa LBCM 13 apresentou valor mais inferior (32+8%) entre
as trés.

A propriedade de maior ou menor floculacdo das cepas de leveduras pode se
relacionar com o incremento da degradabilidade da parede celular das plantas
principalmente para as cepas LBCM 45 e LBCM 29. Em razéo de apresentarem maior
floculacdo elas sdo mais facilmente recuperadas no lodo por ocasido do cultivo.

Por conseguinte, esta propriedade pode contribuir com o modo de acdo destas
leveduras quando metabolicamente ativas ampliando a possibilidade de fornecer
promotores de crescimento para as bactérias celuloliticas responsaveis pela degradacéo
da fibra (Rossow et al., 2017).
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CONCLUSOES

Os melhores resultados para a digestibilibidade da matéria seca e para a fibra foram
encontrados na dose de 0,4 g de MS/L em todas as dietas testadas, sendo a cepa LBCM
45 superior as demais. Recomenda-se 0 uso desta cepa como probidtico nas dietas de
ruminantes, na dosagem definida acima, considerando o desempenho superior as demais

desta, em todas as dietas testadas
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IV - CAPITULO Il

CINETICA DA FERMENTACAO E DEGRADABILIDADE RUMINAL
IN VITRO EM SUBSTRATOS COM DIFERENTES PROPORCOES DE
VOLUMOSOS COM OU SEM ADICAO DE LEVEDURA

RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito da adi¢do da cepa LBCM 45 de levedura sobre
a cinética da fermentacao e degradacdo ruminal in vitro da matéria seca (DIVMS) e da
fibra em detergente neutro (DIVFDN) em dietas contendo diferentes relacbes de
volumoso e concentrado. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 2x5, com quatro repeti¢6es, correspondendo ao uso ou nédo de levedura
nas dietas, com cinco proporcdes de concentrados em relacdo aos volumosos (base seca).
Foi utilizada a cepa LBCM 45 (Saccharomyces cerevisiae), onde foi incluido 0,4 g de
MS/L e uma testemunha, ou seja, sem levedura adicionada ao meio. A levedura foi
adicionada em cinco dietas, com relacéo de volumoso e concentrado decrescentes, sendo
as proporcOes de volumoso das dietas (100, 75, 50, 25 e 0%) determinadas na base da
matéria seca. A inclusdo de 0,4 g de MS/L da cepa LBCM 45 promoveu aumento
(P<0,05) dos gases provenientes dos carboidratos ndo fibrosos e da producdo total de
gases das dietas avaliadas, elevando (P<0,05) estimativa da producéo dos acidos graxos
de cadeia curta. Para a degradacdo aparente da MS a inclusdo da levedura aumentou
(P<0,05) a taxa de degradacdo e a degradabilidade efetiva das dietas, a excecdo da
(P>0,05) dieta 100% volumoso e, para degradabilidade da FDN, promoveu reducao
(P<0,05) do tempo de colonizagéo e elevou (P<0,05) a degradabilidade efetiva para todas
as dietas avaliadas, sem alterar (P>0,05) a degradabilidade potencial das dietas. Conclui-
se que a inclusdo da cepa LBCM 45 promove melhora das condi¢des ruminais in vitro
das dietas avaliadas, demostrando seu potencial para modular favoravelmente o ambiente,

aumentando a eficacia da fermentagdo ruminal.

Palavras—chave: aditivo, modulacdo ruminal, probiotico.
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RUMINAL DEGRADABILITY AND IN VITRO FERMENTATION
KINETIC OF DIFFERENT ROUGHAGE RATIO DIETS WITH OR
WITHOUT ADDED YEAST

ABSTRACT:The objective was evaluated the effect of yeast LBCM 45 strain addition
on in vitro fermentation Kinetic, its dry matter (IVDMD) and neutral detergent fiber
(IVDNDF) ruminal degradation in diets containing different ratios of roughage and
concentrate . A completely randomized design was used, in a 2x5 factorial scheme, with
four replicates, corresponding to whether or not yeast was used in the diets, with five
proportions of concentrates in relation to the forage (dry basis). The strain LBCM 45
(Saccharomyces cerevisiae) was used, where 0.4 g of DM/L and control, i.e., without
yeast added to the medium, was included. Yeast was added in five diets, with decreasing
forage and concentrated ratio, and the proportions of the diets (100, 75, 50, 25 and 0%)
were determined on the basis of the dry matter. The inclusion of 0.4 g of DM/L of the
LBCM 45 strain promoted an increase (P<0.05) in the gases from the non-fibrous
carbohydrates and in the total gas production of the evaluated diets, increasing (P<0.05)
production of short chain fatty acids. For DM apparent degradation the inclusion of yeast
increased (P<0.05) the rate of ruminal degradation and effective degradability of the diets,
except (P>0.05) for a 100% roughage diet. For NDF degradability LBCM 45 substrate
supplementation promoted reduction (P<0.05) of the colonization time and increased
(P<0.05) the effective degradability for all diets evaluated, without altering (P>0.05) their
potential degradabilities. It is concluded that the inclusion of the LBCM 45 strain
promotes an improvement of the in vitro ruminal conditions for evaluated diets,
demonstrating its potential to favorably change the ruminal environment enhancing his

fermentation eficacy.

Keywords: additive, ruminal modulation, probiotic.
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INTRODUCAO

Devido a imposi¢cBes normativas da Unido Europeia e de outros paises na
alimentacdo animal, restringindo o uso de hormonios e substancias antimicrobianas,
como os ionoforos e antibidticos na alimentagdo animal (Thrune et al.,2009), a busca por
aditivos microbianos, alternativos e eficazes, tem se intensificado nos ultimos anos.

Nesse sentido, a utilizagdo de probioticos (microrganismos vivos) nas racdes para
ruminantes tem se acentuado, em especial por afetarem beneficamente o processo
digestivo no hospedeiro, melhorando o processo fermentativo da microbiota ruminal e,
consequentemente, a eficiéncia alimentar (Zeoula et al., 2011) e o desempenho dos
animais (Barbosa et al., 2004)

Aditivos em dietas de ruminantes tais como leveduras, probidticos e ionoforos,
tém sido utilizados visando atuar na relagdo simbidtica entre 0os microrganismos no rimen
para melhoria do processo fermentativo e da eficiéncia alimentar do hospedeiro,
aumentando o fluxo de nitrogénio para o duodeno e reduzindo a emissdo de metano,
principalmente em animais que recebem dietas ricas em amido (Mitsumori & Sun, 2008).

Efeitos benéficos das leveduras no rumen, particularmente a Saccharomyces
cerevisiae estdo associados principalmente com aumento de bactérias celuloliticas na
biomassa microbiana e melhoria na digestao da fibra (Mosoni et al., 2007); estabilizacao
do pH e prevencédo de acumulo de lactato no ramen (Fonty & Chaucheyras-durand, 2006).

Diferentes espécies ou diferentes cepas de leveduras, assim como a dosagem
destas usada nas dietas influenciam a resposta fisiolégica do animal, podendo induzir em
maior ou menor grau ao aumento da produtividade animal (Enjalbert et al., 1999;
Newboldet al., 1996). Portanto, é importante se identificar cepas especificas de leveduras,
a serem usadas vivas como probidtico nas dietas de ruminantes, que tenham maior efeito
sobre a fermentagdo ruminal maximizando o desempenho produtivo desses animais.

Nesta linha, além das especificidades inerentes as cepas de leveduras e suas
respectivas quantidades a serem utilizadas nas dietas dos ruminantes, também ¢é
importante se determinar as possiveis interagdes existentes entre o aditivo microbiano em
relacdo ao tipo de dieta que sera fornecida aos ruminantes (Figueiroa et al., 2015), que
recomendaram a dose de 0,4 g de matéria seca por litro, a qual incrementou o processo
de digestibilidade ruminal in vitro (Figueiroa et al., 2015).

Novas investigacGes devem proporcionar oportunidades para projetar dietas para

proporcionar a melhor resposta animal utilizando-se aditivos microbianos como as
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leveduras, determinando-se as propriedades basicas das dietas para as quais os melhores
resultados possam ser expressados com a incluséo de leveduras vivas (De Ondarza et al.,
2011).

A selecdo de cepas nacionais com fins probidticos para uso na alimentacdo de
ruminantes se reveste de grande importancia por permitir a possibilidade de reducgéo da
dependecia de cepas importadas e permitir maior competicdo nesse setor. Nesse sentido
a cepa LBCM 45 se apresenta como alternativa, onde estd ja se destacou em ensaios
anteriores dentro do grupo de pesquisa, quando se avaliou a digestibilidade ruminal in
vitro da matéria seca e da fibra em detergente neutro, sendo esta também selecionada por
Araujo (2013) para a producéo de cerveja por suas caracteristicas favoraveis com vistas
ao processo produtivo da mesma.

Neste sentido, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da adi¢do da cepa
LBCM 45 de levedura, em comparagdo a um controle, ou seja, sem adi¢do do fungo,
sobre a cinética da fermentacdo e degradacao ruminal in vitro da matéria seca (DIVMS)
e da fibra em detergente neutro (DIVFDN), em dietas contendo diferentes relacdes de

volumoso e concentrado.

MATERIAL E METODOS

O experimento e as analises laboratoriais foram realizados no Laboratério de
Nutricdo Animal do Departamento de Fitotecnia e Zootecnia da Universidade Estadual
do Sudoeste da Bahia - UESB - Campus Vitéria da Conquista, BA.Os procedimentos
experimentais e 0 uso de animais portadores de canulas ruminais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animal da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(CEUA, protocolo n° 094/2015).

O experimento foi desenvolvido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2x5, com quatro repeti¢des, correspondendo ao uso ou nédo
de levedura nas dietas, com cinco proporg¢des de concentrados em relacdo ao volumosos
(base seca). Foi utilizada uma cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae, onde o nivel
de incluséo desta estabelecido previamente foi de 0,4 g de MS/L e uma testemunha, ou
seja, sem levedura adicionada ao meio. A levedura foi adicionada em cincodietas, com
relagdo de volumoso e concentrado decrescentes, sendo as proporgdes de volumoso das
dietas (100, 75, 50, 25 e 0%) determinadas na base da matéria seca. A cultura de levedura

utilizada continha cepas vivas e viaveis da levedura (Saccharomyces cerevisiae) isoladas
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de alambiques para a producdo artesanal de aguardente, pela equipe do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular (LBCM) da Universidade Federal de Ouro Preto, na
localidadede Aracuai (MG), cepa LBCM 45. A quantidade utilizada do inoculo de
leveduras LBCM 45 (0,4 g MS/L) continha 6,4x10* unidades formadoras de col6nia por
grama (UFC/q).

A cepa de levedura foi cultivada no laboratério objetivando multiplica-la para uso
no ensaio. Para tanto, o cultivo das leveduras foi feito em frascos de plastico de 20 litros
de capacidade. O meio de cultivoutilizado foi composto de acUcar demerara, que se
caracteriza por ser um acucar granulado de coloragdo marrom clara, pois ndo sofre
processo de branqueamento. Este se caracteriza por ser minimamente processado e ndo
recebe aditivos quimicos, apresentando valores nutricionais semelhantes ao acucar
mascavo, sendo diluido a uma concentracdo de 40 g/L em &gua destilada e acrescido de
0,25% de levedo de cerveja em po.

O cultivo das leveduras foi executado sob aeracdo, permanecendo sob incubacao
por 24 horas. Apos este periodo, a processo de cultivo foi interrompido, separando-se a
massa de leveduras que se decanta naturalmente no periodo da fase liquida superficial.
Em seguida, os recipientes foram acondicionados a temperatura de 4°C, por 24 horas,
com o objetivo de promover maior decantacdo, facilitando a separacdo da massa de
leveduras.

Para obter-se as diferentes relacbes volumoso-concentrado descritas
anteriormente nas sucessivas incubacdes in vitro, utilizou-se como volumoso a silagem
de milho. O concentrado foi composto pela mistura de grédo de milho (85%) e farelo de
soja (15%) (Tabela 4).

As dietas foram pré-secas em estufa de ventilacdo forcada a 60°C, por 72 h. Em
seguida, foram moidas em moinho de facas acoplado a uma peneira com crivos de 1 mm
de diametro possibilitando a moagem do material para determinacéo dos teores de matéria
seca (MS), proteina bruta (PB), matéria mineral (MM) e extrato etéreo (EE), sendo
quantificados de acordo com Detmann et al. (2012). Foram analisadas adicionalmente a
fibra em detergente neutro corrigida para cinzas e proteina (FDNcp) e fibra em detergente

acido (FDA) pelo método sequencial, conforme Detmann & Valadares Filho (2010).
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Tabela 4. Proporcdo dos ingredientes (% de matéria seca) e composicdo nutricional das dietas
experimentais.

100%

Item silagem 75% silagem  50% silagem  25% silagem 0% silagem
Silagem de milho (%) 100 75 50 25 0
Milho gréo moido (%) 0 21,25 42,5 63,75 85,0
Farelo de Soja (%) 0 4,75 7,5 12,25 15,0
Composigdo sﬁggz/:n 75% silagem  50% silagem  25% silagem 0% silagem
MS (%) 37,69 50,43 63,17 75,90 88,64
MO (% MS) 94,89 95,73 96,72 97,56 98,28
PB (% MS) 7,24 9,18 11,12 13,06 15,00
EE (% MS) 0,70 1,27 1,93 2,56 3,07
FDN (% MS) 51,96 42,03 30,68 20,00 10,27
FDNcp (% MS) 49,32 39,30 28,36 17,81 8,76
FDA (% MS) 30,70 23,17 16,41 9,60 3,39
Lignina (% MS) 4,78 3,70 2,95 1,58 0,61
CNF (% MS) 37,63 45,98 55,31 64,13 71,45
NDT (% MS) 60,42 64,18 68,08 83,21 88,43

MS — Matéria seca; MO — Matéria organica; PB — proteina bruta; EE — extrato etéreo; FDN — fibra em
detergente neutro; FDNcp — fibra em detergente neutro corrigido para cinzas e proteina; FDA — fibraem
detergente acido; NDT — nutrientes digestiveis totais, 'segundo: Detmann et al., 2016.

As dietas com e sem a adi¢do de 0,4 g/L da cepa LBCM 45, foram incubadas em
frascos (160 mL), previamente injetados com CO segundo a técnica in vitro
semiautomatica de producdo de gases descrita por Mauricio et al. (1999). Para tanto, os
frascos foram colocados em uma estufa com temperatura constante de 39°C, durante todo
0 periodo de incubacéo. Foi adicionado 1,0 g de amostra por frasco, para cada tratamento
(matéria natural), juntamente 90,0 mL de meio de cultura, conforme Theodorou et al.
(1994) e, em seguida, estes foram vedados com rolhas de borracha. A inoculagdo (10,0
mL/frasco) foi feita usando liquido ruminal de trés bovinos fistulados no rimen.O liquido
ruminal utilizado nos procedimentos das incubacdes das dietas com niveis de volumoso,
foi obtido simultaneamente de trés vacas holandesas canuladas no rumen, alimentadas
com dieta composta por 70% de silagem de milho e 30% de racéo concentrada comercial
com 23% de proteina bruta (base seca). Os animais foram adaptados a dieta padréo
descrita acima durante por 14 dias anteriormente ao inicio das coletas das amostras de
fluido ruminal composto das trés vacas utilizadas como doadoras de fluido ruminal.

A producao cumulativa de gases foi estimada por meio da mensuracao da pressao
dos gases, produzidos no decorrer do processo fermentativo, utilizando-se um transdutor
de pressdo (tipo T443A; BAILEY; MACKEY, Inglaterra), as 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 18,
21, 24, 30, 36, 48, 72 e 96 h de incubacéo, fazendo-se uso da equacao determinada por
Figueiredo et al. (2003), para altitude local, V = — 0,02 + 4,30p + 0,07 p?, R?> = 0,99, em
que V = volume total de gases ¢ “p” ¢ a pressdo dos gases dentro dos frascos de

fermentacdo (psi = pressdo por polegada quadrada). De cada leitura de presséo, foi
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subtraido o total de gases produzidos nos frascos sem substrato (branco), referentes a cada
amostra.

Nos tempos de fermentacéo 48 e 96 horas, um frasco por tratamento foi retirado,
procedendo-se a filtragdo em cadinho filtrante (n°® 2) para a determinacdo da
degradabilidade aparente da matéria seca (DAMS) e, sequencialmente, foi realizada a
digestdo em detergente neutro (Goering & Van Soest, 1970). Esta Ultima foi realizada
colocando-se, em autoclave a 105°C, os cadinhos no interior de recipientes plasticos (250
mL), por 1 hora, para extracdo dos componentes solGveis em detergente neutro, conforme
técnica descrita por Detmann et al. (2012). Dessa forma, obteve-se a degradabilidade
verdadeira da matéria seca (DVMS).

A biomassa microbiana (BIO, em g/kg de MS digestivel) e a eficiéncia de
producdo de biomassa microbiana (EPB, em mg/mg) foram calculadas pelas equacbes
propostas por Grings et al. (2005), como se segue: BIO = DVMS — (volume de gases x
FS) ¢ EPB = (DVMS — (volume de gases x FS)) / DVMS, sendo FS: o fator
estequiométrico de 2,20, utilizado para estimar a conversao do substrato para o complexo
de AGCC e gases produzidos no processo fermentativo.

O modelo bicompartimental, proposto por Schofield et al. (1994), foi utilizado
para descrever a cinética do processo de fermentacdo, por meio da producdo cumulativa
de gases, como se segue:

Vfl N Vf2
1+exp(2—4xKdlx(T—L)) 1+exp(Z2—4xKd2x(T-1L))

V(t) =

Em que V (t) é o volume acumulado no tempo t; V1 (mL/g), o volume de gas oriundo
da fracdo de rapida digestdo (CNF); Kd1 (h), a taxa de degradacéo da fragdo de rapida
digestdo (CNF); L, laténcia ou tempo de colonizagdo em horas; T (h), o tempo de
incubacéo; V2 (mL/g), o volume de gas da fracdo de lenta degradacéo (B2); Kd2 (h%),
taxa de degradacéo da fracdo B2.

Determinou-se o fator de particdo (FP), pela divisdo dos valores do substrato da
matéria verdadeiramente degradada (g/kg) pela producéo de gases (mL), em cada tempo
de degradacgéo (Blummel et al., 1997; Blummel et al., 1999), para comparar a inclusdo da
levedura e as dietas em relagdo as suas eficiéncias de degradacédo e producdo de gases.

As estimativas das producdes dos &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), foram
calculadas de acordo com a equagéo de Getachew et al. (2002): AGCC (mmol/200 mg
MS) = 0,0222 x PG — 0,00425, onde: PG — producéo liquida de gases em 24 h (mL/200
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mg MS). Os valores econtrados para os AGCC foram ajustados para um grama, para
representar o conteudo incubado no ensaio.

Na determinacédo da degradabilidade ruminal in vitro da MS e da FDN das dietas,
foi utilizada a metodologia da ANKOM® (Ankom technology, 2010), adaptada ao rdmen
artificial, utilizando a Incubadora TE-150 (TECNAL). Foram pesados 0,5 g de amostra
seca em sacos de filtro (F-57 ANKOM®), que em seguida foram vedados utilizando-se
uma seladora com lamina incandescente. Os sacos contendo as diferentes dietas a serem
testadas foram colocados em dez jarros de incubacéo de vidro da Incubadora e, em metade
desses, adicionou-se a levedura, sendo utilizadas 20 amostras por cada um dos jarros de
incubacdo usados nos ensaios. Cada par de jarros foi usado para representar um dos
tempos de incubacdo das racbes em meio contendo ou ndo a levedura, sendo eles as 0
(lavados diretamente), 6, 12, 24, 48 e 96 horas de incubacéo.

Para estimativa da degradabilidade potencial da MS e pardmetros da cinética da
degradabilidade ruminal de cada unidade experimental foi utilizado o modelo de
McDonald (1981), de acordo com a féormula: p = a+b(1-eC*¢) em que “p”, é
degradabilidade potencial; “a”, fracdo solivel em agua; “b”, fracdo potencialmente
degradavel; “c”, taxa de degradacio da fragdo “b” (hl); “t”, tempo de incubacéo (h) e
“L”, tempo de colonizagao.

Para estimativa da cinética da degradacéo da fracdo fibrosa (FDN), foi utilizado o
modelo de Mertens & Loften (1980), de acordo com a formula: Y = bx ¢ C&(T7L) 4 |
quandot>Le Y =b+1quando 0 <t<L, onde “Y” ¢ o residuo ndo degradavel no tempo
T; “b”, a fragdo potencialmente degradavel da fibra (no tempo t <L, b= Y —1); “c”, a
taxa de degradacgéo de b (h-1); “T”, o periodo de incubagdo, em horas; “L”, a laténcia ou
tempode incubacao (h); e “I”, a fracdo indigestivel da fibra.

A degradabilidade efetiva ou real das dietas testada em meio contendo levedura ou
n3o, foi calculada pela formula: p = a + [(bxc)/(c+k)xe L] em que “k” é a taxa de
passagem (McDonald, 1981), utilizando-se as taxas de passagem de 2 e 5% para o calculo
da degradabilidade efetiva.

Os dados foram interpretados pela analise da variancia, comparando-se as médias
pelo teste F a 5% de probabilidade, utilizando-se o Statistical Analysis System (SAS,
2002), procedendo-se as comparacgdes dentro de cada dieta contendo diferentes relacfes
concentrado volumoso.

As estimativas para os parametros do modelo bicompartimental e para o modelo

adotado para a descri¢ao da degradabilidade de matéria seca e fibra em detergente neutro
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foram obtidas a partir do uso do método Gauss-Newton, dentro do PROC NLIN, com o
auxilio do programa Statistical Analyses System - SAS (SAS, 2002).

O modelo estatistico utilizado foi o seguinte:

Yijk = p+ ai + Bj+ afij + eij

Onde, Yijk = valor observado para a variavel em estudo referente a k-ésima
repeti¢do da combinag&o do i-ésimo nivel do fator A com o j-ésimo nivel do fator B; p =
média geral; oi = efeito do i-ésimo nivel do fator A no valor observado Yijk; pj = efeito
do j-ésimo nivel do fator B no valor observado Yijk; of}ijj = efeito da interacdo do i-ésimo

nivel do fator A como o j-ésimo nivel do fator B; ejj = erro associado a observacao Yijk.
RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo (P>0,05) entre a levedura e as dietas para a producao
cumulativa de gases, degradabilidade aparente da matéria seca e degradabilidade
verdadeira da matéria (Tabela 5).

Tabela 5. Produgdes cumulativas de gases (PCG), degradabilidade aparente da MS (DAMS) e

degradabilidades verdadeiras da MS (DVMS), das dietas com niveis de volumoso com ou sem adi¢éo da
levedura (LBCM 45).

Niveis de volumoso (%)

Item Média EPM!?
100 75 50 25 0
PCGas (mL/g)
Sem 204,48 232,10 243,92 264,39 274,47  243,87b
Com 217,82 253,77 270,67 282,88 292,06  263,44a 6,17
Média 211,15 242,94 257,30 273,64 283,27
PCGgs (ML/g)
Sem 236,88 259,22 267,75 287,00 297,21 269,61b 5 60
Com 246,94 281,83 295,76 307,00 314,78 289,26a '
Média 241,91 270,53 281,76 297,00 306,00
DAMSqs (g/kg)
Sem 658,33 764,46 804,12 829,18 939,55 799,13 2117
Com 688,44 689,96 794,99 842,25 934,07 789,94 ’
Média 673,39 727,21 799,56 835,72 936,81
DAMSgs (9/kg)
Sem 705,64 776,18 831,27 891,6 960,88 833,11
Com 750,86 749,95 817,22 891,33 965,28 834,93 19,53
Média 728,25 763,07 824,25 891,47 963,08
DVMSgs (9/kg)
Sem 692,74 847,61 845,49 872,48 958,16 843,29
Com 718,73 753,36 833,80 861,14 962,56 825,92 19,75
Média 705,74 800,49 839,65 866,81 960,36
DVMSgs (9/kg)
Sem 736,52 828,21 877,74 937,91 983,22 872,72
Com 774,82 820,99 869,97 931,66 985,47 876,58 18,39
Média 755,67 824,60 873,86 934,79 984,35

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade;
'Erro padrdo da média (%).
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Verificou-se significancia estatistica (P<0,05) para a inclusdo da levedura sobre a
producdo cumulativa de gases as 48 e 96 horas de incubacédo (Tabela 5), onde a adi¢éo da
levedura elevou a producéo de gases em 19,57 e 19,65 mL nos tempos respectivos.

A técnica de producdo de gases in vitro vem sendo utilizada como forma de
selecdo de cepas de leveduras para sua utilizacdo como aditivo na dieta de ruminantes
(Marrero et al., 2013). O incremento da producdo de gases é utilizado como fator
primordial para a escolha das cepas, em razao da elevada correlagéo entre a producéao de
gases e a degradacdo dos carboidratos.

Todavia, apesar de o incremento da producdo de gases refletir a elevacdo da
degradacdo dos carboidratos fibrosos e ndo fibrosos da dieta, ndo foi possivel verificar a
existéncia de diferencas (P>0,05) para os parametros de digestibilidade verdadeira e
aparente nas incubacdes contendo a levedura LBCM 45 e a testemunha.

Também ndo houve interacdo (P>0,05) entre a levedura e as dietas para 0s
parametros da cinética fermentativa ruminal in vitro. Para o parametro Vfl (Tabela 6),
que representa a producéo de gases originados pelos CNF e para a producdo total de gases
(Volume total), a adicdo da levedura promoveu uma elevacdo (P<0,05) dos gases
produzidos em 14,1 e 19,64 mL nos respectivos parametros. De forma semelhante, ndo
se verificou influencia (P>0,05) da adi¢cdo da levedura sobre os parametros Kd1, L, V2
e Kd2.

A elevacdo da producdo de gases pela fragdo ndo fibrosa dos carboidratos esta em
consonancia com a caracteristica intrinseca da cepa LBCM 45 em ser altamente eficiente
em metabolizar carboidratos de cadeia curta (Araujo, 2013).

Neste particular, esta propriedade da LBCM 45 também é descrita para outras
leveduras comerciais usadas como probiéticos nas dietas para ruminantes. Elas sdo
capazes de competir avidamente com bactérias glicoliticas pela fermentacdo dos
carboidratos mais sollveis, reduzindo a producdo de acido latico no rimen e, desta forma,
estabilizar o pH ruminal. Esta maior estabilidade do potencial hidrogeni6nico favorece a
bactérias celuloliticas aumentando assim a degradacdo da fracdo fibrosa dos alimentos
volumosos no rimen (Suarez & Guevara, 2018).

Na Tabela 7 observou-se que ndo houve interacdo (P>0,05) entre a levedura e niveis
de volumoso para a producéo de biomassa microbiana (BIO), eficiéncia de producédo da
biomassa microbiana (EPB), fator de particdo (FP) e &cidos graxos de cadeia curta
(AGCCQ).
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Para os parametros biomassa microbiana (BIO), eficiéncia de producgdo da biomassa
microbiana (EPB), fator de particdo (FP) e acidos graxos de caceia curta (AGCC) (Tabela
7), a adicdo da levedura promoveu uma reducdo (P<0,05) na estimativa da Biomassa
produzida em 48 e 96 horas, reduzindo (P<0,05) assim também a eficiéncia da producao
da mesma (EPB). Para o fator de particdo também houve reducéo (P<0,05), o que reflete

uma menor eficiéncia fermentativa nos tempos avaliados (48 e 96 horas).

Tabela 6. Estimativas dos parametros cinéticos da producéo de gases in vitro da matéria seca (MS) das
dietas com niveis de volumoso com e sem levedura (LBCM 45).

Niveis de volumoso (%)

Item Média EPM!
100 75 50 25 0
Vf1(mL/g)
Sem 99,14 117,25 111,60 141,50 149,35  123,77b
Com 94,70 127,00 131,60 159,55 176,50  137,87a 5,73
Média 96,92 122,13 121,60 150,53 162,93
Kd1(h?)
Sem 0,087 0,093 0,102 0,098 0,102 0,096 0.002
Com 0,098 0,093 0,100 0,087 0,088 0,093 ‘
Média 0,092 0,093 0,101 0,092 0,095
L (h)
Sem 7,85 7,94 7,49 7,74 7,77 7,76 0.06
Com 7,41 7,87 7,53 8,10 7,75 7,73 '
Média 7,63 7,91 7,51 7,92 7,76
Vi2(mL/g)
Sem 130,70 135,15 148,80 139,15 140,65 138,89
Com 144,65 147,50 156,40 141,35 132,25 144,43 2,15
Média 137,68 141,33 152,60 140,25 136,45
Kd2 (h'h)
Sem 0,023 0,026 0,029 0,028 0,029 0,027
Com 0,025 0,026 0,029 0,027 0,027 0,027 0,001
Média 0,024 0,026 0,029 0,027 0,028
Volume total (mL/g)
Sem 229,84 252,40 260,40 280,65 290,00 262,66h 5 66
Com 239,35 274,50 288,00 300,90 308,75 282,30a '

Média 234,60 263,45 274,20 290,78 299,38
Meédias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade;
Erro padréo da média (%);
Vf1: volume méximo de producéo de gases da fracdo CNF; Kd1: taxa de digestdo para a fracdo dos CNF;

L: tempo de colonizagdo; Vf2: volume maximo da produgdo de gases da fracdo dos CF; Kd2: taxa de
digestdo para a fracdo dos CF.

Por outro lado, para a estimativa dos acidos graxos de cadeia curta houve um
aumento na producdo dos mesmos (P<0,05) o que reflete uma maior atividade microbiana
e menor multiplicacdo celular dos microrganismos (Blummel et al., 1997).

Assim, em contraponto, a elevacdo dos &cidos graxos de cadeia curta

provavelmente esta relacionada ao aumento da atividade fermentativa das bactérias
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ruminais (Zhu et al., 2017), em detrimento do seu crescimento, ou seja, multiplicagéo
celular.

Provavelmente, devido aos fatores de crescimento fornecidos pela levedura LBCM
45, que assim como para outras leveduras comerciais usadas como probioticos em dietas
para ruminantes, houve um estimulo o aumento da atividade fermentativa bactérias
celuloliticas sem ter ocorrido neste intervalo um incremento significativo na populacdo

destas.

Tabela 7. Valores médios de biomassa microbiana (BIO), eficiéncia de producdo da biomassa microbiana
(EPB), fator de particdo (FP) e &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), das dietas com niveis de volumoso,
com e sem levedura (LBCM 45).

Niveis de volumoso (%)

Item Média EPM?
100 75 50 25 0
B104sn (9/kg)
Sem 242,88 336,99 308,86 290,82 354,32 306,78a
Com 239,53 195,07 238,33 238,80 320,03 246,35b 12,29

Média 241,21 266,03 273,60 264,81 337,18
B1Ogsn (g/kg)

Sem 215,38 257,92 288,69 306,51 329,35 279,57a 10.09
Com 231,56 200,97 219,30 256,27 292,96 240,21b '
Média 223,47 229,45 254,00 281,39 311,16

EPB4sh (mg/mg)
Sem 0,35 0,40 0,36 0,33 0,37 0,36a 0.01
Com 0,33 0,26 0,29 0,28 0,33 0,30b '
Média 0,34 0,33 0,33 0,31 0,35

EPBgsn (Mg/mg)
Sem 0,29 0,31 0,33 0,33 0,34 0,32a
Com 0,30 0,24 0,25 0,28 0,30 0,27b 0,01
Média 0,30 0,28 0,29 0,31 0,32

FPa4gh (mg/mL)
Sem 3,39 3,66 3,47 3,30 3,49 3,46a
Com 3,30 2,97 3,08 3,04 3,30 3,12b 0,05
Média 3,35 3,32 3,28 3,17 3,40

FPggh (mg/m L)
Sem 3,11 3,20 3,28 3,27 3,31 3,23a
Com 3,14 2,92 2,94 3,04 3,13 3,03b 0,03
Média 3,13 3,06 3,11 3,16 3,22

AGCCa4, (mmol/g)

Sem 3,25 3,84 4,11 4,54 4,86 4,12b
Com 3,50 4,22 4,64 4,82 5,17 4,47a 0,13
Média 3,38 4,03 4,38 4,68 5,02

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade;
Erro padréo da média (%).

Portanto, o aumento da concentracdo de AGCCs com a suplementacdo da levedura
aponta para a existéncia da liberacéo de fatores nutricionais produzidos pela levedura que

estimulariam a atividade fermentativa dos microrganismos ruminais em consonancia com
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outros estudos in vitro que documentaram também os efeitos positivos da suplementacéo

com levedura na fermentacdo do rimen (Mao et al., 2013).

A resposta variavel na producdo de AGCC é padrdo com suplementacao de cultura

de fermento é uma consequéncia do efeito da cultura de fermento no crescimento de

diferentes espécies de micrdbios do rimen (Lascano et al., 2009).

Para os parametros que descrevem o processo de degradagdo da matéria seca

(Tabela 8) realizados com o auxilio da Incubadora Ruminal e sacos ANKOM® houve

interacdo significativa (P<0,05) entre a levedura e os niveis de volumoso, para 0s

parametros taxa de degradacdo (C) e degradabilidade efetiva a 2 e a 5%.

Tabela 8. Estimativa dos pardmetros cinéticos da degradacéo aparente da matéria seca (MS) das dietas com
niveis de volumoso com e sem levedura (LBCM 45).

Niveis de volumoso (%)

Item Média EPM!
100 75 50 25 0
A (g/kg)
Sem 29349 27561 25155 227,43 22864 25534
Com 28485 27526 24555 214,82 22446 248,99 0,62
Média 28917 27544 24855 22113 22655
B (g/kg)
Sem 49139 55160 62635 69298 72867 618198
Com 48577 54651 62471 68993 73007 615398
Média 48858 549055 62553 691,455 729,37
C (h)
Sem 00242 0025  0028b 00296 00306 0027 .o
Com 0026a  003la 0038  0040a  004da 0,036 !
Média 0,025 0,028 0,033 0,035 0,037
Lag Time (h)
Sem 0,65 0,78 0,41 0,80 0,51 0,63
Com 1,30 0,66 0,55 1,07 0,48 0,81 0,10
Média 0,98 0,72 0,48 0,94 0,50
DP (g/kg)
Sem 78488 827,20 87790 92042 957,31 87354
Com 77062 821,77 87026 904,75 95452 864,38 143
Média 777,75 82449 87408 91258 95591
DE 2%/h (g/kg)
Sem 550184  581,18b 61619  63924b  66504b 61217 .
Com  55846a 606,752  652,78a  67435a 72659 643,79 !
Média 558,82 503965 634,485 656,795 695815
DE 5%/h (g/kg)
Sem  45004a  45884b  47576b  48366b  501,24b 474,09
Com  45080a  48383a 51327a 52142a 56653 507,17 078
Média 450,87 471,34 49452 50254 533,89

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade;
'Erro padrio da média (%). A: fracdo soldvel; B: fracdo potencialmente degradavel; C: taxa de degradagdo da
fracdo b; DP: degradabilidade potencial; DE: degradabilidade efetiva.
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A‘inclusdo da levedura LBCM 45 s6 ndo diferiu (P>0,05) da testemunha para dieta
de 100% de silagem de milho (volumoso) indicando que a eficiéncia do seu uso esta
relacionada a presenca de quantidades maiores de CNF nas dietas.

A adicdo da levedura elevou a taxa de degradacdo e as degradabilidades efetiva a
2 e a 5% de taxas de passagem no rdmen. A inclusdo da levedura nestas condigdes
experimentais aparentemente estimulou a atividade ruminal, favorecendo o incremento
dos resultados de degradabilidade efetiva das dietas com até 75% de volumoso.

N&o houve influencia (P>0,05) da adicdo da levedura nos parametros A (fracéo
soluvel), B (fracdo potencialmente degradavel), Lag (tempo de colonizacdo) e DP
(degradabilidade Potencial).

Para os parametros que descrevem o processo de degradacdo da fibra em
detergente neutro (Tabela 9) ndo houve interacdo significativa (P>0,05) entre a levedura
e 0s niveis de volumoso. A adicdo da levedura elevou (P<0,05) as degradabilidades
efetiva a 2 e a 5% e reduziu (P<0,05) o tempo de colonizagdo. A incluséo da levedura
nestas condi¢es experimentais estimulou a atividade ruminal, favorecendo o incremento
dos resultados de degradabilidade efetivadas dietas em todos os niveis.

A inclusdo das culturas de leveduras as dietas encontra-se associada a uma
reducéo do tempo de colonizag&o, favorecendo um incremento na taxa de digestdo, ou
seja, na cinética da fermentacdo propriamente dita, mas ndo na extensdo da digestéo, pelos
microrganismos ruminais (Figueiroa et al., 2015). Esta condi¢do de influéncia positiva da
levedura sobre a reducédo do tempo de colonizacdo sem alteracdo da taxa ou velocidade
na degradacdo propriamente dita foi também observada no presente trabalho. Neste
sentido, tanto para a degradabilidade da matéria seca como para a degradabilidade da
fibra em detergente neutro foi possivel a quantificacdo dos efeitos positivos advindos da
inclusdo da cepa testada (Tabela 5, Tabela 8 e Tabela 9). Assim, para os parametros da
degradacdo da matéria seca (Tabela 8) houve variacdo positiva (P<0,05) na taxa de
digestdo e para os parametros da degradacdo da FDN, a inclusdo da levedura LBCM 45
reduziu (P<0,05) o tempo de colonizagéo (Tabela 9).

N&o houve influencia (P>0,05) da adicdo da levedura nos pardmetros fragcdo

indigestivel (1), fracdo potencialmente degradavel (B) e taxa de degradacéo (C).
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Tabela 9. Estimativa dos parametros cinéticos da degradacgdo da fibra em detergente neutro (FDN) das
dietas com niveis de volumoso com e sem leveduras (LBCM 45).

Niveis de volumoso (%)

Item Média EPM!
100 75 50 25 0
| (g/kg)
Sem 334,40 324,39 283,33 219,59 118,16 255,97
Com 338,33 319,54 290,69 234,93 121,12 260,92 8,96
Média 336,37 321,97 287,01 227,26 119,64
B (9/kg)
Sem 665,60 675,61 716,67 780,41 881,84 744,03
Com 661,67 680,46 709,31 765,07 878,88 739,08 8,96
Média 663,64 678,04 712,99 772,74 880,36
C (hh)
Sem 0,0335 0,0301 0,0366 0,0303 0,0241 0,03092 21,00
Com 0,0312 0,0334 0,0297 0,0232 0,0301 0,02950 '
Média 0,0324 0,0318 0,0332 0,0268 0,0271
Lag Time (h)
Sem 6,66 5,84 8,96 8,56 6,86 7,38a
Com 4,95 5,72 3,27 2,85 4,79 4,31b 40,39
Média 5,81 5,78 6,12 571 5,83
DE 2%/h (g/kg)
Sem 287,23 299,36 275,98 300,06 360,12 304,55b
Com 311,30 312,54 355,80 363,42 417,48 352,11a 12,83
Média 299,27 305,95 315,89 331,74 388,80
DE 5%/h (g/kg)
Sem 239,82 253,59 211,21 232,22 296,41 246,65b 18.85
Com 268,38 264,36 322,52 334,09 363,18 310,51a '
Média 254,10 258,98 266,87 283,16 329,80
DE 8%/h (g/kg)
Sem 202,11 215,87 161,79 179,76 244,93 200,89b
Com 231,38 224,20 292,57 307,17 316,36 274,34a 24,84
Média 216,75 220,04 227,18 243,47 280,65

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade;
Erro padrdo da média (%). A: fracdo soltvel; B: fracdo potencialmente degradavel; C: taxa de degradagéo
da fragdo b; DP: degradabilidade potencial; DE: degradabilidade efetiva.

Os resultados obtidos a partir da realizacdo deste experimento indicam que a
inclusdo da cepa LBCM 45 melhora o processo fermentativo ruminal e a acdo dos
microrganismos sobre a digestibilidade da matéria seca e da fibra. De forma semelhante,
varios autores encontram resultados similares quando usaram a técnica de producgdo de
gases para avaliar o comportamento de levedura em diferentes substratos (Elghandour et
al. 2014a, b, 2015; Galindo et al., 2010).
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CONCLUSOES

A inclusdo da cepa LBCM 45 promove melhora das condi¢des ruminais in vitro
para as dietas avaliadas, demostrando seu potencial para modificar favoravelmente o

ambiente, favorecendo a eficacia do processo fermentativo ruminal.
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V - CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo permitem inferir que tanto incluséo das cepas e
a dose utilizada apresentam resultados distintos no processo de digestibilidade ruminal in
vitro, onde o nivel de inclusdo de 0,4 g de MS/L da cepa LBCM 45 promove melhora das
condi¢gdes ruminais in vitro das dietas avaliadas, demostrando seu potencial para
modificar favoravelmente o ambiente ruminal. Mais estudos devem ser feitos in vivo para

ratificar seu potencial como aditivo para ruminantes.



