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RESUMO
Andressa Deliberalli. Efeito de subprodutos de Saccharomyces cerevisiae na fungdo de

fagocitos lacteos e na producao leiteira de vacas em meio da lactacao

Devido a caréncia de informacdes sobre os efeitos da levedura na imunidade da glandula
mamaria de bovinos leiteiros, este trabalho avaliou se Saccharomyces cerevisiae rica em parede
celular ou em conteddo citoplasmatico incrementa a funcdo dos fagdcitos lacteos e a producéo
de leite de vacas holandesas sadias, entre o terceiro e quinto més de lactacdo, com CCS menor
que 200 mil celulas/mL. Para tanto, 10 animais receberam S. cerevisiae rico em parede celular
(LPC-15g/animal/dia; n: 10); 8 receberam extrato rico em citoplasma (LC-5g/animal/dia; n: 8)
e 7 receberam (controle C; n: 7), receberam dieta sem levedura durante 60 dias. Semanalmente
realizou-se andlises de metabolismo oxidativo de leucdcitos lacteos, producdo e constituintes
do leite. O metabolismo oxidativo dos leucdcitos lacteos foi menor no grupo C (P=0,001) que
o0 grupo LPC (P= 0,05, P=0,04 e P=0,03) e LC (P=0,05; P=0,04) em D32 e D48. A produgéo
de leite aumentou em LC (P=0,01) em D48 e D56. A CCS diminuiu em LPC (P=0,02) e foi
constituida principalmente por macrofagos (P=0,01). Conclui-se que o LC aumentou a
producdo e gordura do leite e teve efeito intermediario na imunidade, enquanto o LPC mostrou

ser mais eficiente na melhoria da imunidade dos animais.

Palavras-chave: levedura, leite, imunidade, leucocitos



ABSTRACT

Andressa Deliberalli. Effect of Saccharomyces cerevisiae by-products on milk phagocyte

function and milk production in mid-lactation cows

Due to the lack of information on the effects of yeast on the immunity of the mammary gland
of dairy cattle, this study evaluated whether Saccharomyces cerevisiae rich in cell wall or
cytoplasmic content increases the function of milk phagocytes and milk production in healthy
Holstein cows, among the third and fifth month of lactation, with SCC less than 200 thousand
cells/mL. 10 animals received cell wall S. cerevisiae (LPC-15g/day/animal; n: 10); 8 received
cytoplasm S. cerevisiae extract (LC-5g/animal/day; n: 8) and 7 received (control C; n: 7),
received a diet without yeast for 60 days. Weekly analyzes of oxidative metabolism of milk
leukocytes, production and milk constituents were carried out. The oxidative metabolism of
milk leukocytes was lower in the C group (P=0.001) than the LPC (P=0.05, P=0.04 and P=0.03)
and LC group (P=0.05; P=0.04) in D32 and D48. Milk production increased in LC (P=0.01) in
D48 and D56. CCS decreased in LPC (P=0.02) and consisted mainly of macrophages (P=0.01).
It is concluded that LC increased milk production and fat and had an intermediate effect on

immunity, while LPC proved to be more efficient in improving the immunity of animals.

Key words: yeast, milk, immunity, leukocytes
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1. INTRODUCAO
A pecuéria exerce um papel de grande importancia para a humanidade devido a gama
de alimentos que fornece, sendo o leite um dos alimentos mais completos pois é rico em
nutrientes e energia. Ao que diz respeito a cadeia produtiva leiteira, no ano de 2021 o volume
de leite produzido no Brasil fechou em 25,079 bilhdes de litros de leite, no qual a regido sul do
pais € a mais produtiva, equivalente a 39% da producdo total, e o Brasil é considerado um dos
maiores produtores mundiais de leite (IBGE, 2021).

Considerando isso, € possivel afirmar que a bovinocultura de leite possui grande
influéncia na renda nacional, uma vez que gera varios empregos e promove a arrecadacao de
impostos pelos insumos produzidos (VILELA et al., 2017). Entretanto, o cenério da
bovinocultura de leite brasileira tem seus extremos. No inicio do século, as pequenas
propriedades compreendiam a maior parte da producdo, configurando uma cadeia produtiva
pouco tecnificada e com falhas sanitarias graves. Com o passar dos anos e por meio das politicas
publicas implementadas pelo Ministério de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), o
ambito leiteiro teve um crescimento significativo, representado pelo aumento da producéo e
tecnificacdo do sistema (VILELA et al., 2017).

Concomitante a este aumento de producdo, tem-se 0 desgaste fisico e os riscos a satde
dos animais. Tais variacdes fisioldgicas precisam ser controladas e para isso, a imunidade do
individuo tem um papel importante (CRUNIVEL et al., 2010). A funcdo imunoldgica de um
animal pode ser definida como a capacidade do organismo em reagir contra agentes agressores.
Para que essa protecdo seja efetiva, a imunidade inata trabalha como defesa primaria, como os
fagocitos e células Natural Killer (NK) reagem independentemente de contato prévio com
imundgenos ou agentes estranhos (CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ, 2009; CRUVINEL et
al., 2010).

J& a imunidade adaptativa apresenta a necessidade de uma pré-exposicao, para que o
organismo desenvolva antigenos especificos para cada ameaga. Entretanto, possui atributos
fundamentais como: memoria, especificidade e diversidade de averiguacao, especializa¢do de

resposta, autolimitacao e tolerancia ao proprio organismo (CRUVINEL et al., 2010).

Além de uma funcdo imunoldgica adequada do organismo, a imunidade inata da
glandula mamaria é verdadeiramente importante, especialmente quando se trata de bovinos

leiteiros, uma vez que este orgdo é o principal responsavel pela qualidade do produto final
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(CARNEIRO; DOMINGUES; VAZ, 2009). Faz-se necessario citar ainda, a importancia da
integridade da glandula mamaria para a sanidade do rebanho, uma vez que este 6rgdo é
frequentemente acometido por mastite (LOPES et al., 2011; LANGONI, 2013).

As mastites se manifestam de duas formas: clinica e subclinica. A primeira apresenta
sinais de inflamagdo como dor, calor, tumor, rubor e perda da funcdo, enquanto a segunda é
caracterizada por alteracbes na composicao do leite, mas sem a presenca de sinais visiveis de
inflamacdo (TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA, 2008). Dentre essas alteracfes no leite séo
citadas 0 aumento de CCS, a reducéo da producdo leiteira no quarto afetado e elevada presenca
de micro-organismos (LOPES et al., 2011).

Desta forma, € possivel afirmar com notoriedade que a mastite é a afeccdo de maior
preocupacdo para o produtor de leite, uma vez que seus prejuizos sdo inumeros. A exemplo
disso, cita-se o estudo de Lopes et al. (2011), onde a partir do programa computacional CU$TO
MASTITE, foi simulado, analisado e quantificado o impacto econémico de tal enfermidade em
rebanhos leiteiros, podendo concluir que é emergente a necessidade de controle da ocorréncia
de mastites clinicas e subclinicas, bem como a implementacdo de manejos preventivos

adequados, visando o sucesso do negdcio e bem estar dos animais envolvidos na producao.

Para combater as injurias da glandula mamaria, tradicionalmente a industria do leite
possui preferéncia pelos antibidticos intramamarios, devido as baixas doses do mesmo no
animal, além do curto periodo de caréncia (TOZZETTI; BATAIER; ALMEIDA, 2008). Porém,
muitas vezes esses tratamentos sdo realizados de forma equivocada e errénea pelos produtores,
acarretando mais prejuizos devido a contaminacao durante a aplicacdo e descarte do leite com
presenca de antimicrobianos (LANGONI, 2013).

Considerando a necessidade de outros caminhos para a reducdo de mastite na cadeia
produtiva leiteira, terapias alternativas tém sido estudadas, como a fitoterapia, a homeopatia e
tratamentos preventivos que maximizam a imunidade do animal (LANGONI et al., 2017,
NOCEK et al., 2011). Dentre os métodos preventivos, cita-se a utilizacdo de suplementos na
dieta animal, uma vez que podem selecionar a microbiota ruminal e participar do metabolismo
ruminal, maximizando o aproveitamento de nutrientes como proteinas e hemicelulose, além de
auxiliar na estabilizacdo de pH e reduzir a producdo de acido latico ruminal (VYAS et al.,
2014).
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Dentre estes suplementos, o uso e leveduras, que j& é amplamente utilizada na
suinocultura e avicultura vem ganhando destaque na bovinocultura. Este produto além de atuar
em ambiente ruminal e intestinal, ainda melhora o estado imunolégico do animal. Isso ocorre
porque a parede celular das leveduras pode interagir com celulas imunitarias, ligando-se
também as bactérias patogénicas e dessa forma, evitando a adesdo bacteriana a mucosa
intestinal (BROADWAY; CARROLL; SANCHEZ, 2015).

Comercialmente, a levedura mais utilizada é a Saccharomyces cerevisiae, que pode ser
encontrada na forma integra ou autolisada. As leveduras integras vivas sdo eficazes para a
melhoria do ambiente ruminal, pois captam oxigénio reduzindo o potencial redox e ainda,
estimulam o crescimento de bactérias celuloliticas. Na forma inativada, servem de nutrientes
para as bactérias. Ambas apresentacdes estabilizam o pH ruminal e promovem o
desenvolvimento de protozoarios ruminais, melhorando a digestibilidade ruminal e a absor¢éo
de nutrientes (MOHAMMED et al., 2013)

A levedura autolisada por sua vez, pode ser fracionada em maior concentracao de parede
celular, que ¢ constituida principalmente pelos polissacarideos a-D-glucano e B-D-glucano
acrescidas ou ndo de metabolitos de fermentacdo. Estes componentes sdo capazes de se ligar
as bactérias patogénicas e agir nas células intestinais, fortalecendo a integridade intestinal
(BROADWAY; CARROLL; SANCHEZ, 2015).

Ademais, os B glucanos e os mananoligossacarideos apresentam caracteristicas
relevantes para a imunidade do animal. Gimenes et al. (2020) apontam que estes
oligossacarideos sdo capazes de melhorar a imunidade especifica e inespecifica, reduzindo as

infeccOes oportunistas.

Jaafracdo rica em citoplasma, é obtida pela aut6lise da levedura com enzimas ou acidos,
liberando assim o contetdo ou extrato celular soltvel, deste modo essa fracdo possui altas
concentragdes de proteina e nucleotideos (DAWSON, 2002). Os nucleotideos podem promover
beneficios sob o sistema imune, mas principalmente no desenvolvimento do intestino delgado,
hemécias e pele, além de atuar no metabolismo de lipidios e auxiliar em funcbes hepéticas
aumentando o desempenho produtivo do animal pela maior capacidade de absorcdo e
metabolizacdo de nutrientes da dieta (SANTIN et al., 2001).



15

Por meio das caracteristicas supracitadas, as diferentes apresentacfes de S. cerevisiae
possuem efeitos diferentes no organismo de cada animal, sendo que algumas apresentagdes séo
capazes de estimular a imunidade ou elevar a producdo leiteira. Isso se deve ao fato de que seus
componentes sdo precursores de mecanismos importantes para o sistema imune tanto do
organismo como um todo, quanto da glandula maméria (BROADWAY; CARROLL,;
SANCHEZ, 2015). No entanto poucos foram o0s estudos realizados sobre acdo

imunomoduladora de diferentes apresentacdes de leveduras sobre os fagocitos lacteos.

Buscando avaliar a eficacia da suplementagdo de vacas leiteiras com Saccharomyces
cerevisiae, alguns estudos foram realizados. Segundo Nocek et al. (2011), vacas suplementadas
com a Saccharomyces cerevisiae autolisada apresentaram indices de mastite menor em relacédo
ao grupo controle, além de aumento de producdo e qualidade do leite. Dann et al. (2000),
relatam que a suplementacédo de vacas com a mesma levedura pode melhorar alguns pardmetros
como ingestdo de matéria seca e aumentar a qualidade e produtividade do leite. Newbold,
Wallace e Mcintosh (1996), afirmam que o fornecimento de S. cerevisiae promove aumento do

namero das bactérias ruminais, afetando positivamente a produtividade do animal.

Em contrapartida, Piva et al. (1993) afirmam que varios fatores podem afetar os
resultados benéficos da adicdo de S. cerevisiae na dieta, tais como fase de lactacdo da vaca, tipo
de pasto, formulacdo da dieta e o concentrado utilizado e por isso alguns autores como Gimenes
et al. (2020) ndo encontraram influéncia do extrato de S. cerevisiae na prevencao ou controle

de mastite em vacas leiteiras.

Considerando as pesquisas supracitadas e levando em conta a auséncia de trabalhos que
comparem tratamentos de diferentes apresentacGes de de S. cerevisae autolisada, na imunidade
de bovinos, especialmente em relacéo a funcdo de fagdcitos lacteos, verificou-se a necessidade
de mais estudos acerca do assunto. Portanto, o objetivo deste estudo foi verificar se a
suplementacdo de diferentes apresentacGes de S. cerevisiae autolisada na dieta dos animais
podem atuar como imunoestimulante dos leucdcitos lacteos de vacas leiteiras, e ainda podem

incrementar o volume e constituintes do leite.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Continuamente os animais sdo expostos a uma infinidade de patdgenos capazes de
desenvolver enfermidades variadas, mas o sistema imunoldgico, que atua conjuntamente por
meio de componentes celulares, tecidos, moléculas é capaz e de eliminar esses patdgenos, ou
minimizar as agressdes causadas por eles, garantindo a higidez dos animais na maioria das
vezes (SORDILLO, 2016).

2.1 Imunidade

Um sistema imunolégico eficiente é capaz de manter o animal sadio, pois neutraliza 0s
agentes infecciosos e assim impede o desenvolvimento de enfermidades, sendo essencial para
a vida do animal (SORDILLO, 2016). Ele segue dois padr@es: imunidade inata ou também
chamada de inespecifica e a imunidade adaptativa ou especifica, e essas duas formas interagem
(TIZARD, 2014).

A imunidade inata € responsavel pela defesa rapida inicial e inespecifica, sendo mediada
por células ou por componentes quimicos. Normalmente esse padréo é ativado quando um
patdgeno ultrapassa as barreiras fisicas e mecénicas, e células de defesa séo recrutadas
(CRUVINEL et al., 2010; SORDILLO, 2016; TIZARD, 2014). Quando a invasao ocorre,
fagocitos residentes reconhecem o0s patdgenos por receptores de reconhecimento. Estes
receptores detectam proteinas de superficie dos patdgenos e sinalizam o iniciando da fagocitose
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

Na fagocitose, os patdgenos sao absorvidos em vesiculas chamadas fagossomos, na qual
0s patdgenos serdo destruidos por digestdo lisossomal e por enzimas dependentes e al
dependentes do oxigénio, o principal mecanismos de destrui¢cdo dos patogenos é realizado por
enzimas dependentes de oxigénio, mediante a ativagdo da enzima NADPH oxidase, que produz
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou radicais livres processo também denominado
metabolismo oxidativo. Assim a auséncia ou diminuicdo de ERO indicam diminuicdo da
capacidade destrutiva dos fagécitos (HIRAYAMA et al., 2017; TIZARD, 2014).
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Toda essa acdo de defesa inicial libera componentes que estimulam a quimiotaxia de
uma maior quantidade de fagocitos para o local da lesdo. Os neutréfilos sdo as primeiras células
de defesa recrutadas do sangue para o tecido infectado. Tem a capacidade de produzir mais
fatores quimioatraentes e diferente dos fagdcitos teciduais, como os macrofagos, podem realizar
a fagocitose repetidamente. Durante todo o processo ocorre a liberacdo de citocinas pré
inflamatorias que modulam o processo inflamatdrio como o objetivo de neutralizar o agente
invasor enquanto perdurar o processo (HIRAYAMA et al., 2017; TIZARD, 2014).

A imunidade especifica € mais eficiente, porém mais demorada e s sera ativada apos
um segundo contato com um antigeno especifico. Como guarda memoria produz anticorpos

tornando o animal imune a um determinado agente (TIZARD, 2014).

Desta maneira, exames laboratoriais auxiliam na identificacdo, duracao e gravidade dos
processos inflamatérios/infecciosos. A avaliacdo dos leucdcitos é essencial para o diagndstico
de um processo ativo, verificar qual a intensidade da inflamacédo e 0 monitoramento da doenca
(KRAFT, 2005). Quando a inflamacédo esta instalada ocorre vasodilatacdo e a liberacdo de
fatores quimiotéxicos permitindo a migracéo de neutrofilos para o local, assim como a medula
Ossea aumenta a taxa de liberacdo de neutréfilos para a circulacdo aumentando essa
porcentagem no sangue (THRALL, 2007).

Em bovinos, essa resposta leucocitaria com neutrofilia ndo é tdo intensa devido a
proporcao de neutrofilos:linfécitos (0,5:1) que é menor em comparacgdo a outras espécies, sendo
assim, normalmente ndo ha alteracbes expressivas no leucograma de bovinos (TOTHOVA et
al., 2014). Além disso os bovinos possuem uma reserva medular de neutréfilos relativamente
baixa e a capacidade de regeneracdo € prolongada, desse modo as rea¢des inflamatdrias agudas
em bovinos causam muito mais neutropenia que neutrofilia, bem como alteracfes na proporgéo
neutrofilos/linfocitos (THRALL, 2007).

2.1.1 Protecdo e imunidade da glandula maméria
Durante a vida produtiva de vacas leiteiras varios fatores, como o estresse nutricional
e termico, alteracdes de manejo e de ambiente, podem comprometer o sistema imunoldgico do

animal, especialmente da glandula mamaria, aumentando a susceptibilidade a doengas
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infecciosa como a mastite, a afeccdo mais comum de bovinos leiteiros, (BURDICK et al., 2011;
LANGONI, 2013).

Para melhor compreender esta afeccdo, torna-se importante revisar 0s aspectos
imunolégicos da glandula maméria. Os mecanismos anatémicos, fisioldgicos, imunoldgicos
sdo sistema de defesa que mantem a homeostase do tecido (SORDILLO, 2018). Os
microrganismos adentram no tecido se ultrapassarem as barreiras fisicas: sendo as principais
esfincter do teto e o tampéao de queratina, este que é produzido pelas células epiteliais que
blogqueiam a entrada de agentes no canal do teto, especialmente no animal ndo lactante e
aumenta a protecdo durante o periodo seco. Em animais lactantes o fluxo de leite durante a
ordenha auxilia na prevencdo da penetracdo de patdgenos (SMOLENSKI et al., 2015;
SORDILLO, 2018; TIZARD, 2014).

A glandula mamaéria também possui fatores quimicos e celulares relacionados a
imunidade inata ou adaptativa. O proprio leite possui alguns componentes com acao
antibacteriana. A lisozima € encontrada nos fluidos corporeos incluido a secrecédo lactea e nos
granulos de neutréfilos. Possui a capacidade de auxiliar na destruicdo de patdgenos, além de
facilitar a fagocitose pelas células de defesa. A lactoferrina é secretada pela glandula mamaria
sob o estimulo da prolactina e esta tem como funcédo limitar o crescimento bacteriano pela sua
ligacdo ao ferro, elemento essencial para o desenvolvimento de vérias bactérias (DENIS et al.,
2006; TIZARD, 2014).

O préximo mecanismos de defesa é a imunidade inata. Nela os fagdcitos como
macrofagos e neutrofilos realizam a destruicao do patdgeno, independente do agente envolvido,
sempre pelo mesmo padrdo. Embora seja uma resposta rapida, ela € sua inespecificidade a torna
pouco efetiva. (SORDILLO; STREICHER, 2002).

Durante a inflamacdo, os fagécitos da glandula mamaéria recrutam outros da circulacao
sanguinea para o tecido (DENIS et al., 2006). Desta maneira os linfocitos e macrofagos séo as
células que predominam na glandula higida, e os neutréfilos, nos casos de mastite
(BANNERMAN et al., 2004; DENIS et al., 2006; RYMAN etal., 2015; SHARMA et al., 2011).

Assim como os fagdcitos sanguineos, os fagocitos lacteos tém acdo semelhante quanto
a fagocitose e eliminacdo dos patdgenos. Os macrofagos e neutrofilos da glandula mamaria

podem destruir as bactérias com mecanismos dependentes de oxigénio, nesses casos Sao
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chamados de explosao respiratoria ou metabolismo oxidativo celular, pois provocam a oxidacéo
dos constituintes da membrana do agente levando a sua destruicdo. De modo que um maior
metabolismo oxidativo dos fagdcitos indicam uma maior capacidade bactericida, e assim
mesmo que estes estejam em menores concentracdes no tecido lesionado, podem combater 0s
patdgenos de maneira mais eficiente, garantindo a higidez do tecido (AITKEN et al., 2011;
BURGOS et al., 2011).

Ja a resposta imune adaptativa € mais eficiente na eliminacao de patdgenos, porém sua
ativacdo é mais demorada, levando entre 21 a 30 dias hum prévio contato. Este evento gera
producéo de células de memoria, o que reduz o processo para cerca de 1 a 3 dias. A eliminagdo
dos patogenos € principalmente por meio de anticorpos para agentes extracelulares ou resposta

citotoxica quando ha agentes intracelulares (TIZARD, 2014).

Desta maneira, quando ha falhas na resposta imunoldgica, seja devido o nivel de
exposicdo ou fator de viruléncia do patdgenos, ou a competéncia imune, ocorre a inflamacéo
da glandula mamaria, denominada mastite (KULKARNI; KALIWAL, 2013).

2.2 Mastite

A mastite é a principal enfermidade que acomete a glandula maméria, é caracterizada
por um processo inflamatério, no qual as injarias causadas ao tecido sdo responsaveis pela
reducdo da secrecdo e producdo de leite, como também afetam negativamente os componentes
fisico-quimicos do leite e na contagem de células somaticas (CCS) (PHILPOT; NICKERSON,
1991).

Trata-se de um processo inflamatério no epitélio secretor mamario, caracterizado por
aumento da permeabilidade vascular e migracdo de moléculas e células da circulacdo para o
Ubere, enquanto 0s patdégenos consomem os componentes do leite. Esses dois fatores associados
levam principalmente ao aumento da CCS e dos teores de sddio e cloro, e menores
concentragdes de lactose e gordura, levando a um leite de qualidade inferior e em menor
guantidade (KITCHEN, 1981).

Mais especificamente, células somaticas sao as células contidas no leite, e seu aumento
esta correlacionado a migracdo de leucdcitos da circulacdo para a regido, resposta a quadros
inflamatdrios ou a producéo de colostro. Desta maneira o leite de animais saudaveis apresenta

CCS de 50.000 até 200.000 celulas/mL, composta por 3% de células polimorfonucleares, 1%
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de células epiteliais do tecido mamario, 16% de linfocitos e com predominéncia de 80% de
macrofagos (SHARMA et al., 2011). Enquanto que em animais com mastite podem ter mais de
90% de neutrofilos na composicéo das células somaticas (SAAD; OSTENSSON, 1990).
Paralelamente ao aumento das células somaticas € comum observar-se uma diminuicao
das concentragdes de lactose no leite, que € um dos principais sélidos da composi¢do lactea
(POLLOTT, 2004). Os teores de lactose no leite de vacas sadias variam entre 4,28 a 4,70%, e
estardo diminuidos na mastite devido a lesbes nas células epiteliais secretoras da glandula
mamaria e seu consumo por bactérias (COSTA et al., 2019; MIGLIOR et al., 2007; ZANELLA
et al., 2006). A lactose também esta relacionada com a producdo de leite, uma vez que auxilia
na pressdao osmotica da glandula mamaria assim, durante a mastite sua reducdo também

promovera menor producéo de leite (PERES, 2001).

A concentracdo de gordura sofre flutuacdo durante os estagios da lactacdo, havendo
maior porcentagem de gordura no leite ap6s o parto e no final da lactacdo (SILVESTRE et al.,
2009). Alguns autores apontam diminuicao dos teores de gordura lactea devido a destruicéo do
epitélio secretor mamario e ao consumo por microrganismos (CARVALHO et al., 2015;
MOURA et al., 2017). Em relacéo a proteina lactea, hd aumento da permeabilidade vascular
induzida pela inflamag&o, permitindo influxo de proteinas séricas para a glandula mamaria
(CUNHA et al., 2008).

Embora a mastite possa ter etiologia traumatica, alérgica ou metabdlica, é causada na
maioria das vezes por agentes bacterianos, que invadem na glandula pelo esfincter do teto. A
progressdo da enfermidade ird depender da classificacdo do agente, da sua viruléncia, na
capacidade de multiplica¢do no parénguima e competéncia imunoldgica da vaca (KULKARNI;
KALIWAL 2013).

Em relacdo a imunidade, sabe-se que vacas multiparas tem maiores chances do
desenvolvimento da mastite por terem maior incidéncia de lesdes no esfincter do teto que
facilitam a entrada de patogenos (HAGNESTAM-NIELSEN et al., 2009). O periodo de
transicdo é considerando como o de maior risco, pois durante esse periodo fatores hormonais e
aumento da demanda energética ocasionada pelo balangco energético negativo favorecem a
imunossupressao propiciando o desenvolvimento de mastite, o que é mais pronunciado em
novilhas (PYORALA, 2008).
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Desta maneira, quando a multiplicacdo bacteriana na glandula mamaria é lenta, ocorre
a mastite subclinica, caracterizada por uma inflamacdo leve. Por isso as caracteristicas da
secrecdo lactea permanecem inalteradas na avaliagdo macroscépica, porém ha mudancas na
composicao do leite, que estdo atreladas principalmente ao aumento da CCS, acima de 200 mil
células por mL e reducgdo de lactose, gordura e da produgdo (COSTA, 1999). No rebanho a
incidéncia de mastite subclinica é 46,4%, e pode ser causada por diferentes patdgenos, sendo o
S. aureus um dos principais causadores, este apresenta baixa resposta ao tratamento com
antibioticos, por isso ndo se recomenda tratar os animais durante a lactacdo. Desta maneira a
reducdo da producdo de leite de vacas com mastite subclinica permanece durante toda a
lactacdo, resultando em prejuizos econdmicos importantes seja pela incidéncia, pelo tempo de
reducdo de producdo, bem como por producéo de leite com baixa qualidade (BUSANELLO et
al., 2017).

Na forma clinica ocorre um processo inflamatorio mais grave no Ubere caracterizado
por edema, aumento de temperatura, hiperemia, sensibilidade dolorosa e até o enrijecimento do
parénquima em quadros de fibrose. O leite pode ter grumos, pus, sangue e alteracdes da
coloragdo. A lesdo no epitélio secretor da glandula mamaria é mais intensa, causando redugao
da producéo mais pronunciada. Estes quadros podem evoluir, tornando o processo hiperagudo
ou crénico e por isso recomenda-se 0 tratamento com antibidticos imediatamente. Desta
maneira tanto a reducdo da producdo como o0s custos com medicamentos, periodo de descarte
de leite e até o Gbito do animal, resultam em grandes prejuizos econémicos (FEITOSA, 2014;
LANGONI, 2013).

2.1.1 Principais patdgenos causadores de mastite

Os principais patdgenos causadores de mastite sdo bactérias, que podem ser
classificadas em dois grupos: agentes contagiosos e ambientais. A mastite ambiental é causada
por agentes presentes principalmente nas fezes dos animais como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, também denominados como coliformes, ou patdgenos presentes no ambiente
como Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae. Estes patdgenos infectam o Ubere
através do esfincter do teto, que pode permanecer aberto e relaxado por até duas horas apés a

ordenha facilitando a infeccdo (JONES, 2009). Por isso, normalmente a contaminag&o se da no
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periodo entre as ordenhas e comumente cursam com quadros clinicos (KLAAS; ZADOCKS,
2018; OLIVER et al. 2004; SAIDANI et al., 2018; TALBOT; LACASSE, 2005).

Mastites por Escherichia coli tem maior ocorréncia no pds parto, podendo causar a
mastite subclinica, mas na maioria das vezes se apresenta de forma clinica com inflamacg&o da
glandula mamaria, alteracdo das caracteristicas do leite e alteragdes sistémicas podendo evoluir
com o Obito do animal por endotoxemia (ZAATOUT, 2021). O curso clinico agudo ou crénico
depende de diversos fatores, mas principalmente da viruléncia da cepa e da imunidade da vaca
(BURVENICH et al., 2003).

A E. coli é uma bactéria gram negativa, e durante a sua replicacdo na glandula pode
produzir endotoxinas que sao liberadas na corrente sanguinea causando febre, apatia,
diminuicdo do consumo e da producdo, e desidratagdo (SANTOS; FONSECA, 2007). A
vacinacdo é uma estratégia para minimizar as lesdes e melhorar a eficiéncia da resposta
imunoldgica frente a infecgdo, reduzindo os prejuizos e a gravidade da doenca (SCHUKKEN
etal., 2011).

Klebsiella pneumoniae é facilmente detectada em agua, solo e na serragem que é
utilizada para cama dos animais, quando associada a maior umidade (SILVA; COSTA, 2001).
Também é um patdgeno gram negativo, que possui uma grande variedade de cepas. Similar a
E. coli, este agente também produz endotoxinas que resultam em lesGes na glandula mamaria
causando mastite clinica e comumente ndo tem uma resposta boa ao tratamento com
antimicrobianos, resultando um processo inflamatério cronico e reducdo da producédo de leite
(BRADLEY; GREEN, 2000; SCHUKKEN et al., 2012).

Infeccdes relacionadas com Streptococcus uberis possuem alta prevaléncia nos
rebanhos leiteiros, a gravidade da lesdo esta relacionada a viruléncia da cepa (ALMEIDA et al.,
2006). E comumente isolado da superficie da pele e do trato gastrointestinal de bovinos, porém
a maior fonte de contaminacéo é o material da cama onde 0s animais permanecem, desse modo
essa bactéria se classifica tanto como agentes ambientais, quanto contagiosos uma vez que a
contaminag&o também ocorre de vaca infectada para vaca sadia. E uma bactéria gram positiva,
e pode causar tanto a mastite clinica como a subclinica, mas ndo é comum alterac6es sistémicas
(KAPELLI et al., 2019; LOPEZ-BENAVIDES et al., 2007; RAZAVI-ROHANI; BRAMLEY,
1981).
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Outra bactéria do grupo dos estreptococos € o S. dysgalactiae, é considerada um agente
ambiental com maior taxa de infeccdo em periodos chuvosos e no pés parto. Também é um
gram positivo mais associado com mastite de carater clinico (SANTOS; FONSECA, 2001,
ULSENHEIMER et al., 2020).

Em contrapartida a mastite ambiental, os agentes contagiosos mais comuns sdo o
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, que levam a uma maior prevaléncia de
casos subclinicos, comumente por longos periodos e com alta contagem de células somaticas.
(SANTOS; FONSECA, 2007, TALBOT; LACASSE, 2005). A transmissdao da mastite
contagiosa se da por um quarto da glandula mamaria afetado a um quarto sadio, de um animal
para 0 outro durante a ordenha ou ainda pela manipulacdo do ordenhador (SANTOS;
FONSECA, 2007).

O Streptococcus agalactiae tem alta prevaléncia nas fazendas, é uma bactéria gram
positiva que s6 se desenvolve na glandula mamaria (ANDERSEN et al., 2003). E altamente
contagioso e cursa de forma subclinica com grande aumento da CCS. Normalmente tem grande
incidéncia em rebanhos com manejo inadequado e condigdes higiénicas baixas (SANDY,
2011). E um dos poucos patogenos que ocasionam mastite em bovinos que pode ser erradicado
da fazenda, pois tem boa resposta aos antimicrobianos usando durante a lactacdo, pode ser
controlado por medidas de higiene como imersdo dos tetos em solucGes antissépticas, terapia
da vaca seca e controle de novos animais infectados introduzidos no rebanho (KHAN, 2006;
SORI et al., 2005).

Staphylococcus aureus € um dos mais importantes patégenos relacionados a mastite
contagiosa, levando a quadros de infecgdes prolongadas que muitas vezes resultam no descarte
precoce do animal, sendo um dos grandes desafios na pecuaria leiteira (KEEFE, 2012;
SCHUKKEN et al., 2011). E uma bactéria gram positiva, causadora de mastites subclinicas
com maiores taxas de contaminacdo no final da lactacdo (REDIET et al., 2013). A capacidade
do agente de invadir as células epiteliais da glandula mamaria, favorecer a fibrose do tecido,
criar um biofilme e além da presenca de capsula de polissacarideos que permite a reducédo da
fagocitose pelos macrofagos, sdo fatores responsaveis pela resisténcia do agente a
antimicrobianos especialmente quando aplicados durante a lactacdo (BARDIAU et al., 2014;
HAN et al., 2000; TUCHSCHERR et al., 2010).
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Tendo em vista a grande amplitude de agentes bacterianos causadores de mastite e suas
particularidades, atrelada a alta incidéncia de mastite na pecuaria € preciso envidar esforgos
para minimizar sua casuistica. Ressalta-se também que alguns patdgenos nao respondem bem
a terapia antimicrobiana que associado ao uso indiscriminado de antibidticos, favorecem a
selecdo de bactérias resistentes sendo um problema para a sanidade animal e saude publica.
Neste, terapias alternativas tém sido estudadas como a fitoterapia, a homeopatia e tratamentos
preventivos que maximizam a imunidade do animal (LANGONI et al., 2017; NOCEK et al.,
2011).

Dentre os imunoestimulantes, cita-se a utilizagdo de suplementos na dieta animal, como
as leveduras que parecem auxiliar na imunidade animal de maneira indireta, uma vez que
melhoram a saude do sistema digestorio, aumentando a absorcdo de nutrientes, ou por acao
direta, fornecendo moléculas que aumentam a efetividade do sistema imune (BROADWAY;
CARROLL; SANCHEZ, 2015).

2.3 Levedura Saccharomyces cerevisiae

E um microrganismo unicelular que se adapta aos mais diferentes ambientes como solo,
ar, agua e superficie de plantas, e obtém nutrientes e energia de matéria organica viva ou morta.
Sua morfologia € principalmente arredondada e ovalada, tem entre 3 a 4 um de tamanho e séo
anaerdbias facultativas (BARRERA et al., 2019; WALKER; STEWART, 2016). Por se
desenvolverem melhor em ambientes acidos e quentes, sdo utilizadas para fermentacdo de
bebidas alcodlicas, na indlstria de alimentos e na obtencdo de biocombustiveis
(PULIGUNDLA etal., 2011).

Atualmente sua utilizacdo como aditivo alimentar em animais de producdo vem
crescendo (UYENO et al., 2015). Quando usada na forma integra é denominada de probiético,
e atua estabilizando ambiente gastrointestinal, melhorando a eficiéncia alimentar favorecendo
o crescimento de microrganismos celuloliticos e assim estimulando a digestdo, aumentam a
imunidade da mucosa intestinal e auxiliando na prevencdo de doengas (MARINO;
MEDEIROS, 2015; SHURSON, 2018). Os fragmentos de S. cerevisiae formam os prébioticos,
que estimulam o desenvolvimento da microbiota ruminal e intestinal melhoramento o

desempenho animal, mas também elevando a imunidade dos animais (LI et al., 2011).
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As respostas relacionadas aos seus efeitos na produtividade leiteira estdo associadas as
alteragBes na populacdo microbiana ruminal, a qual leva a um aumento do nimero total das
bactérias celuloliticas que melhoram a digestibilidade da dieta, maior utilizacdo dos
componentes da dieta e formacao de acidos graxos volateis, principalmente o propionato que

leva a uma maior producdo leiteira (GRAULET et al., 2007).

A obtencéo das diferentes apresentacdes de S. cerevisiae envolve tecnologias que serdo
responsaveis pela preservacdo, dosagem e disponibilidade das mesmas. Conforme este
processamento, os compostos podem conter célula integra: viva ou inativada, ou autolisada,
fornecendo fragmentos sollveis como o contetdo citoplasmético ou insollvel como a parede
celular (Figura 1). Essas diferentes apresentacdes tém diferentes mecanismos e locais de ac¢éo,
0 que produzira melhorias mais expressivas na saude e ou produtividade dos bovinos (MORAIS
etal., 2011).

Levedura Viva Cultura Levedura Levedura Inativa Levedura Lisada Parede (MOS)
Levedura metaboliza Levedura Pré-Fermentada com Ve [ ‘ ! Fonte ‘
acUcares no rumen /02  Metabélitos e Meio de Cultura BAIXA ) e ALTAL s b e MOS e BG
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Figura 1. Diferentes apresentacGes de leveduras Saccharomyces cerevisiae
Fonte: Material técnico ALERIS®

2.3.1 Saccharomyces cerevisiae integras

O fornecimento de Saccharomyces cerevisiae viva tem como principal funcdo melhorar
a eficiéncia do ambiente ruminal, uma vez que esta consegue captar as moléculas de oxigénio
presentes no rimen, auxiliando na anaerobiose ruminal, fator importante para sobrevivéncia e
acdo de bactérias celuloliticas que realizam a digestéo de alimentos fibrosos (DURAND et al.,

2012). Também estimulam o desenvolvimento de bactérias que consomem o &cido latico
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ruminal, prevenindo a diminui¢éo do pH local, o que auxilia no controle da acidose ruminal e
suas consequéncias (CHAUCHEYRAS et al., 2008).

Apesar de S. cerivisiae poder ser oferecida na forma viva, o ambiente ruminal ndo é
adequado a manutencdo das leveduras e estas acabam morrendo devido a temperatura no
ambiente ruminal, portanto, seu fornecimento também deve ser realizado de forma continua
(DURAND et al., 2012).

Para serem comercializadas, normalmente passam por um processo de estabilizagéo
mediante secagem, desidratacdo ou ainda a liofilizagc&o. Esses processos normalmente causam
a inativacdo da levedura, que mesmo assim ainda atua principalmente em ambiente ruminal,
selecionando o crescimento de bactérias celuloliticas, promovendo incrementos na producéo
animal similar as células vivas (ALCARDE; BASSO, 1997; FU; CHEN, 2011; POPPY, 2008).

2.3.2 Saccharomyces cerevisiae em meio de cultura fermentativo

E utilizado como aditivo alimentar em animais de producdo que contem em sua
formulagdo, a biomassa da levedura associado a metabdlitos da fermentacdo, sendo estes
principalmente estruturas intracelulares como os peptideos e acidos organicos, produzidos
conforme o meio de cultura utilizado. Neste processamento algumas células de levedura podem
permanecer vivas e estaveis (CALLAWAY; MARTIN, 1997; SHURSON, 2018).

Desse modo, a cultura de levedura possui uma grande concentracdo de metabdlitos, que
sdo considerados como “promotores de crescimento”. Tais resultados se devem a acdo da
cultura de levedura de estimular a sintese de vitaminas do complexo B, também incrementar no
crescimento bacteriano principalmente no rumen, promovendo aumento da populagdo de
bactérias celuloliticas e das consumidoras de acido latico, aumentando a digestibilidade dos
ingredientes, o consumo da dieta e minimizando os riscos de acidose ruminal (SUN et al.,
2019).

2.3.3 Saccharomyces cerevisiae autolisadas fragmentada
Outra apresentacdo da levedura é em sua forma fragmentada. Para a obtengdo desse
formato € necessario que a célula passe por um processo de degradacdo por mecanismos

quimicos e ou fisicos, liberando os constituintes intracelulares como as organelas, acido
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nucleico e aminoacidos, e constituintes extracelulares como a parede celular. Essas fracdes
podem ser ofertadas juntas ou separadas tornando Unica cada tipo de apresentacdo de levedura
(ALEXANDRE; GUILLOUXBENATIER, 2006; BORTOLUZZI et al., 2018).

A fracdo insollvel da S. cerivisiae é formada principalmente por parede celular
contendo entre 29-64% de B-glucanas, 31% de mananoligossacarideos, 13% de proteinas e 9%
de lipideos (SHURSON, 2018). Os B-glucanas sdo polissacarideos estruturais da parede celular
das leveduras e sdo reconhecidos como moduladores da resposta imunologica (BROWN;
SIAMON, 2003). Eles ativam macré6fagos, aumentam a quimiotaxia dos fagocitos e, promovem
a degranulacdo deles. Além disso, os B-glucanos promovem a explosdo respiratéria apds a
fagocitose dos patdgenos, e na producao e liberacdo de citocinas pro inflamatérias. Outra
fun¢do dos P-glucanos é adsorcdo de micotoxinas, como a zearalenona e aflatoxina,
responsaveis pela imunossupressdo nos bovinos (BROADWAY; CARROLL; SANCHEZ,
2015). Esses fatores expressados juntos aumentam a resposta imunoldgica frente a um patégeno

e melhoram a taxa de recuperacdo apds um processo infeccioso (SHURSON, 2018).

Os mananoligossacarideos (MOS), tém afinidade pelas lectinas que estdo presentes nas
fimbrias das bactérias patogénicas. Desta maneira eles diminuem a adesdo bacteriana a
epiteliais da mucosa diminuindo a incidéncia de diarreia e aumentando a saude intestinal
(HEINRICHS; JONES; HEINRICHS, 2003). Os mananos também auxiliam na resposta
imunoldégica, ativando os leucécitos, como os macréfagos e neutrofilos e estimulam a liberagédo
de citocinas (L1 et al., 2011).

A fracdo soluvel da S. cerivisiae é rica em conteddo citoplasmatico, sendo constituida
por 48% de proteina, 4% de lipideos, 33% de carboidratos, 8% de cinzas e 8% de nucleotideos.
Enquanto os primeiros incrementam a oferta de nutrientes ao animal, os acidos nucleicos auxilia
m na formacdo de material genético como o RNA e DNA tanto aos microrganismos ruminais,
como as células de rapida replicacdo, como as células intestinais, imunes, hemacias e células
de pele. Desta maneira, esta apresentacdo demonstra melhorias na performance dos animais,
auxiliando nas funcbes hepaticas e na microbiota intestinal, além de terem acéo
imunomoduladora, auxiliando na ativacéo de macréfagos e maior secrecdo de interleucinas que
auxiliam na maturacédo de linfocitos B e T (CARVER, 1994; SHURSON, 2018).

Desta maneira, medidas preventivas e terapias alternativas para o controle da mastite

em vacas leiteiras sdo essenciais para minimizar a utilizacdo de antimicrobianos. Neste
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contexto, o uso de S. cerivisiae na dieta destes animais pode contribuir para uma melhoria do
sistema imunoldgico prevenindo deste modo os prejuizos em decorréncia dessa enfermidade,
seja por melhorar o desempenho dos animais seja por aumentar a eficiéncia do sistema

imunologico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Verificar a influéncia de Saccharomyces cerevisiae autolisada na imunidade da glandula

mamaria e na producéo de leite.

3.2 Objetivos Especificos:

Verificar o efeito da Saccharomyces cerevisiae autolisada com maior concentracdo de
parede celular ou contetido citoplasmatico em fagdcitos lacteos de vacas em meio de

lactacdo.

Verificar o efeito da Saccharomyces cerevisiae autolisada com maior concentracéo de
parede celular ou conteudo citoplasmético na producdo de leite de vacas em meio de

lactacdo.

Verificar o efeito da Saccharomyces cerevisiae autolisada com maior concentracdo de
parede celular ou contetdo citoplasmatico nos componentes do leite de vacas em meio

de lactacéo.

Verificar o efeito da Saccharomyces cerevisiae autolisada com maior concentracéo de
parede celular ou conteddo citoplasmatico na contagem diferencial das células
somaticas do leite de vacas em meio de lactacdo
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Effect of Saccharomyces cerevisiae byproducts on milk phagocyte function and milk
production in mid-lactation cows

Efeito dos subprodutos de Saccharomyces cerevisiae na fungdo de fagocitos lacteos e na
producao de leite de vacas no meio do estagio da lactacéo

Highlights

- The two tested byproducts of Saccharomyces cerevisiae have different effects. While one acts more
effectively on immunity, the other mainly stimulates productivity.

- Supplemented cows are better adapted to stress factors such as thermal stress.

- Supplementation with byproducts of Saccharomyces cerevisiae minimizes the risks of developing

mastitis by stimulating immunity in the mammary gland.

Abstract: Saccharomyces cerevisiae is a supplement option for ruminants due to its ability to stimulate

the immune system and productivity; however, there are few studies that demonstrate the effectiveness
of this yeast in dairy cattle, especially regarding its effect on milk phagocyte function. Thus, this study
examined the effect of two presentations of autolyzed S. cerevisiae on milk phagocyte function and milk
production in healthy Holstein cows from the third to the fifth months of lactation with somatic cell
count (SCC) less than 200,000 cells mL. Ten animals received cell wall-rich S. cerevisiae autolysate
(WC 15 g animal day™); 8 received the cytoplasm-rich extract (CYT 5 g animal day?) and 7 received a
diet without supplementation (C, control) for 60 days. Weekly oxidative metabolism analysis of milk
leukocytes, production and milk constituents was carried out. The oxidative metabolism of milk
leukocytes was higher in the WC group than in the C group between D32 and D48 (P< 0.05) and in the
CYT group than in the C group between D24 and D40 (P< 0.05). The production and percentage of milk
fat increased in CYT at D48 and D56. CL had a greater effect on productivity and an intermediate effect
on immunity, while WC proved to be efficient in improving immunity.

Keywords: Immunity. Leukocytes. Milk. Oxidative metabolism. Yeast

Resumo: Saccharomyces cerevisiae € uma op¢do de suplemento para ruminantes devido a sua
capacidade de estimular o sistema imunoldgico e a produtividade; entretanto, ainda ha poucos estudos
que demonstrem a real eficacia das diferentes apresentacdes desta levedura em bovinos leiteiros,
principalmente quanto ao seu efeito sobre a fungdo dos fagocitos lacteos. Assim, o efeito de duas
apresentacdes de S. cerevisiae autolisado na funcdo fagocitaria do leite e produgdo de leite de vacas
Holandesas saudaveis entre o terceiro e quinto més de lactacdo, com CCS inferior a 200.000 células mL

1, Para tanto, 10 animais receberam autolisado de S. cerevisiae ricos em parede celular (WC - 15 g
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animal diat); oito receberam o extrato rico em citoplasma (CYT - 5 g animal dia) e 7 receberam dieta
sem suplementacdo (C - controle) por 60 dias. Analises do metabolismo oxidativo de leucécitos lacteos,
producdo de leite e constituintes do leite foram realizadas semanalmente. O metabolismo oxidativo dos
leucocitos lacteos foi maior no grupo WC do que no grupo C entre D32 e D48 (P< 0,05) e no grupo
CYT do que no grupo C entre D24 e D40 (P< 0,05). A producdo de leite e a porcentagem de gordura do
leite aumentaram no citoplasma (CYT) em D48 e D56. Concluiu-se que o CYT teve um efeito maior na
produtividade e um efeito intermediario na imunidade, enquanto o0 WC foi eficiente em melhorar a
imunidade dos animais.

Palavras-chave: Imunidade. Levedura. Leucécitos. Leite. Metabolismo oxidativo

Introduction
Bovine mastitis is a constant challenge in dairy farming, resulting in economic losses linked

to loss of production, cost of medicines and milk disposal, in addition to its effects on animal and human
health, either due to the presence of pathogenic microorganisms or the residue of antibiotics in the milk;
these issues motivate the search for ways to prevent the disease by investing in measures that maximize
the immunity of the animal (Langoni et al., 2017; Nocek et al., 2011).

The use of yeasts may be one such measure. In addition to improving nutrient absorption,
yeasts can improve the immune status of the animal. Saccharomyces cerevisiae is the most widely used
yeast in ruminants and is marketed in several presentations, either whole or autolysed (Broadway et al.,
2015).

While the intact form acts mainly in the rumen, the autolyzed form acts in the rumen and
intestine. Its processing allows it to be separated into a soluble fraction composed of cytoplasmic
content, which is rich in nucleotides responsible for modulating the immune response and aiding in the
development of intestinal cells, in addition to offering more nutrients to the animal (Sauer et al., 2011).
The insoluble fraction is rich in the cell wall, which has high proportions of B-glucans and mannan
oligosaccharides responsible for stimulating the immunity of animals and selecting beneficial bacteria
in the intestinal microbiota that increase nutrient absorption (Broadway et al., 2015).

The use of S. cerevisiae has already been studied in dairy cows, but the lack of details about
its presentation and the very different experimental groups among the different studies do not allow
comparison of the results. While most studies found that different presentations of S. cerivisiae increased
milk production and milk fat in cows at different stages of lactation (Aung et al., 2019; Nasiri et al.,
2019; Zaworski et al., 2014), studies on immunity are scarcer and focus mainly on somatic cell count
(SCC) and mastitis index. Nocek et al. (2011) and Adili et al. (2020) found that hydrolyzed S. cerivisiae
promoted lower rates of mastitis in dairy cows in early lactation, but Gimenes et al. (2020) and Aung et

al. (2019) did not find an influence on the SCC of cows at different stages of lactation.
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Thus, both the presentation of S. cerivisiae and the animal model interfere with the response
to the supplement. Heifers in the transition period, with higher SCC, have the most challenged immunity
(De Vliegher et al., 2012). Cows with more energetic diets and greater production potential have more
digestive challenges (Valde et al., 2007). Thus, it is necessary to study the real benefit of each
presentation of S. cerivisiae in each type of challenge.

Thus, this study aimed to evaluate the influence of two presentations containing autolyzed S.
cerevisiae on the function of dairy phagocytes and on the production of healthy dairy cows in the middle

of the lactation stage was studied.

Materials and methods
This experiment was subjected to evaluation by the ethics committee for the use of animals

of UNICENTRO and approved according to official letter 022/2020.

The experiment was conducted on a dairy cattle farm located in the municipality of Jordéo,
50 km from Guarapuava, Parand, in the south-central region of the state of Parand, with geographical
coordinates of 25° 23' 26" South latitude and 51° 27' 15" West Greenwich. The region has an altitude of
approximately 1100 m and a moderate subtropical climate, with annual rainfall of 1.944 mm, minimum
and maximum temperatures of 12.7 °C to 23.5 °C, and relative humidity of 77.9%. The experiment was
conducted in the summer, with temperatures between 29 and 14 °C and rainfall of 5.18 mm.

The property contained 70 lactating cows mixed in a Compost Barn system, with an average
production of 20 liters of milk per day and a SCC of 300,00 cells mL™* of milk. The animals were fed
three times a day, with the total mixed rations (TMR) in a feeding shed in an open field; with the aid of
a unified mixer, each animal received 46 kg of TMR with a dry matter base composed of 60% corn
silage, 18% commercial concentrate (Leite Max Avant 20T GP, Cooperativa AGRARIA, Entre Rios,
PR, Brazil), 18% soybean meal; 3% predried oats and 1% mineral core (Bovigold®, DSM) (Table 1).

The experimental design was completely randomized, conducted by a study model blinded to
treatment. For this purpose, 25 healthy multiparous Holstein cows were selected in the middle of the
lactation stage (three to four months of lactation), with an average production of 31 liters of milk per
day, obtained in two mechanical milkings following daily premilking; dipping and post dipping, using
a mug with a dark bottom to detect clinical mastitis, was performed during all milkings. The California
Mastitis Test (CMT) was performed every 15 days to detect subclinical mastitis. The animals were aged
between four and six years old, with a body weight of 500 to 600 kg and body condition score (BCS) of
three to four out of one to five, and a SCC below 200,000 cells mL? of milk, which is the parameter
used to detect the absence of subclinical mastitis. The animals were divided into three homogeneous
groups according to milk production volume and age at treatment: the WC group's (n = 10) diet was
supplemented with S. cerivisiae autolyzed with higher cell wall concentrations (RumenYeast®, ICC, Sdo

Paulo, Brazil) at a dose of 15 g per animal per day?; the CYT group (n=8) received a diet supplemented
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with S. cerivisiae strains rich in cytoplasmic content (Maxidigest®, ICC, Sdo Paulo, Brazil) at a dose of
5 g per animal per day™; and the control group (n=7) received no supplement.

The WC group received metabolites of S. cerivisiae rich in amino acids and vitamins, mannan
oligosaccharides and B-glucans. The CYT group received a concentrate of cytoplasmic content (extract)
with a higher concentration of nucleotides and cobalamin (Chart 1). Supplementation occurred shortly
after the animals left the milking station and was conducted in a kennel. The supplements were added
to 1 kg of the TMR once a day in the morning, and after observation of food intake, the remainder of
the diet was provided, and the kennels were opened.

Samples were collected at weekly intervals for 60 days: DO, D8, D16, D24, D32, D40, D48
and D56. The animals were subjected to milk collection and physical examination with evaluation of
heart and respiratory rates, ruminal movements and rectal temperature, in addition to the staining of the
mucosa and lymph nodes. Approximately 40 mL of milk was collected in bottles containing the
preservative Bronopol, and 100 mL of milk was collected in Falcon bottles without preservative. The
milk was obtained directly from the closed system of the milking machine, representing a sample of the
entire morning milking of the four teats of each cow. In addition, the dark-bottomed mug test was
performed twice a day to detect the onset of clinical mastitis, and total milk production was measured
at weekly intervals.

In the milk samples, the 40-mL aliquot was sent to the accredited laboratory
(APCBRH/PARLPR, Curitiba, Parana, Brazil) for analysis of SCC, lactose, fat and protein by FTIR and
flow cytometry methods.

The 100 mL aliguot of milk without preservative was subjected to two centrifugations (1000
x g for 15 min at 4 °C) for separation of the cell pellet. The supernatant and fat were discarded, and the
pellet was resuspended in 1 mL of phosphate-buffered saline (PBS). This suspension was then subjected
to a cell count and viability test using the Trypan blue technique. All samples were adjusted to 1 x 108
viable cells mL* for cellular metabolism and cytological evaluation.

To evaluate cellular metabolism, we incubated 100 uL of the lacteal cell suspension (1 x 10°
viable cells mL?) with equal parts of 1% NBT solution (Sigma®, Sao Paulo, Brazil) and stimulated the
sample with 5 puL of 12 phorbo myristate 13 acetate (300 ng mL* PMA, Sigma®, S&o Paulo, Brazil) for
30 min at 37 °C. The reaction was stopped by the addition of 2000 uL of ice-cold EDTA (3 mM), and
then the extracellular NBT was removed by washing with PBS and centrifugation (400 x g for 8 min at
4 °C). The supernatant was then discarded, and the cell pellet was fixed to the bottom of the tube with
methanol (Synth®, Sao Paulo, Brazil). The cells were then dissolved in KOH (Synth®, Séo Paulo, Brazil)
(3 M, 120 pL) and DMSO (Dimesol®, MarcoLab, Séo Paulo, Brazil) (99%, 140 uL), and the suspension
was read spectrophotometrically At 630 nm (Thermo Plate®, Séo Paulo, Brazil) in duplicate, with

intervariability confidence of less than 5%.
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For cytological evaluation, 100 pL of the lacteous cell suspension (1 x 10° viable cells mL 1)
was cytocentrifuged (400 x g for 6 min). The cell pellet was fixed with methanol (Synth®) and stained
with Pandtico Rapido®. For the differential count of cells, a light microscope was used, and 300 cells
were counted at 1000x magnification and classified into macrophages, neutrophils and lymphocytes.

The data collected for each variable were subjected to analysis of variance with comparison
of the means at 5% significance using the statistical software Instat GraphPad. The data were evaluated
by comparing the means of the time-treatment interaction using ANOVA. When statistical significance
was detected, the means of each group were compared by the interaction time using Tukey's posttest,
and the means of each moment by the interaction treatment using Tukey's test. For the SCCvariables,
the data were transformed into logs of 10 and evaluated by the tests described above. Data with a

significance level lower than or equal to 5% (P<0.05) were considered significant.

Results

The experiment started with 10 cows in each experimental group. These animals did not show
alterations in the dark background examination or in the CMT. However, since the first collection, 3
animals from the control group and 2 from the CYT group had SCC greater than 200,000 cells mL? in

milk, during the entire experiment, and therefore they were removed from the experiment.

None of the animals showed changes on physical examination or in the examination of milk
on a dark background. All groups had subclinical mastitis on D40 (SCC: greater than 200,000 cells mL"
in milk), which altered the cellular profile by increasing neutrophils and reducing lactic macrophages,
at which time there was a failure in milking machine vacuum, a problem that was resolved in the
following days.

The SCC, the percentages of lactate macrophages and neutrophils and the oxidative
metabolism of lactic phagocytes were influenced by treatment, time and the time x treatment interaction
(Table 2) and are detailed in Figure 1.

In the WC group, one animal had subclinical mastitis on D32, and two had subclinical mastitis
on D40. On D40, there was an increase in the SCC, which declined on D48 and D56 and was lower than
on DO, D8, D32 and D40 (P=0.001). Additionally, on D40, the percentage of macrophages was lower
than on D48 and D56 (P=0.009), and the percentage of neutrophils was higher (P=0.009 and P=0.009).
Regarding treatment, on D48 and D56, SCC was lower than in the Control group (P=0.05 and P=0.04),
while the percentage of macrophages was higher and the percentage of neutrophils lower than that of
the other groups (P= 0.001 and P=0.009 macrophages and P=0.004 and P=0.001 neutrophils) (Figure
2). Additionally, between D32 and D48, the oxidative metabolism of the dairy cells was higher than that
of Control group, with no time interaction (P=0.05; P=0.04 and P=0.03) (Figure 1).
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In the CYT group, one animal presented subclinical mastitis on D40, without an increase in
SCC. At this time, there was a reduction in macrophages compared to DO and D24 (P=0.05) without a
significant increase in neutrophils. The oxidative metabolism of dairy cells was higher than in the
Control group between D24 and D40 (P=0.05; P=0.05; P=0.04), with no time interaction (Figure 1).

In the Control group, one animal presented subclinical mastitis on D40 and another on D40
and D48. There was an increase in SCC at these times compared to DO and D32 (P=0.03). On D40, there
was a decrease in lactic acid macrophages compared to DO, D8 and D16 (P=0.01) and an increase in
neutrophils compared to D16 and D24 (P=0.01). For this group, there was a reduction in lactic leukocyte
oxidative metabolism on D40 and D48 compared to the first few days (P=0.001).

Milk production and the percentages of milk fat and lactose were affected by the treatment,
time and the time x treatment interaction (Table 3) and are detailed in Figure 2. At D24, a reduction in
milk production was observed in group C compared to the other time points (P=0.01). At this time, an
environmental temperature of 29 °C with low relative humidity was recorded, and climatic conditions
were milder in previous and subsequent moments. While milk production and milk fat levels remained
stable throughout the time points for the WC group, both increased in the CYT group on D48 and D56
compared to the earliest days (P=0.01 and P=0.05), when production was also higher than that in the
other groups (P=0.05 and P=0.03). The milk fat content was higher than that of the Control group from
D32 onward (P=0.05, 0.05; 0.003 and 0.002). The Control group showed a reduction in fat from D40
onward (P=0.03) and a reduction in the percentage of lactose on D40 compared to D8 (P=0.05) (Figure

2). Dairy proteins were not affected by treatment or treatment time.

Discussion

It was observed that autolysed S. cerivisiae rich in the cell wall (CW) promoted greater
immune growth because it stimulated the oxidative metabolism of milk phagocytes for a longer time
and reduced the SCC, especially at the end of the experiment when the milky cell profile was composed
of a higher percentage of macrophages. Concentrations of cytoplasm (CYT) promoted an increase in
milk and fat production in the final phase of the evaluation and presented an intermediate immune
increase because there was an increase in temporary leukocyte oxidative metabolism, which did not
interfere with the SCC or the percentage of lactic macrophages. It is noteworthy that these effects were
more pronounced at times of greater challenge to the animals, such as thermal stress on D24 and failure
of the milking machine vacuum on D40, because there was a decrease in production and a higher
incidence of subclinical mastitis in the Control group, which did not occur in the treated groups.

The increase in the frequency of subclinical mastitis and SCC in all groups on D40 is
attributed, but with statistical significance in the WC and CYT groups, to the milking machine vacuum

system failure, which promoted postmilking residual milk in the mammary gland, responsible for an
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inflammatory process of the udder that predisposed the cows to bacterial colonization, promoted
neutrophilic influx to the mammary gland and increased SCC (Sordillo, 2018).

Later, the Control group remained high in SCC, while there was a reduction in the WC group
and stabilization in the CYT group. This can be explained by the influence of S. cerivisiae autolysates,
which are more active in situations of greater challenge. Previous studies found that supplementation
with S. cerivisiae reduced the SCC of dairy cows in the postpartum period (Nocek et al., 2011; Zaworski
etal., 2014; Yuan et al. 2015) but did not influence the SCC in dairy cows in the middle of the lactation
stage (Dehghan-Banadaky et al., 2013).

In this study, the cows were not under a higher challenge, as they were pluriparous cows and
in the middle of the lactation stage, therefore, without a negative energy balance, which would affect
energy support for the animal's immune cells and might favor immunosuppression. In addition, the
animals had low SCC (below 200,000 cells mL™?), indicating good management and a little challenged
immune system that ensured the health of the mammary gland (Gongalves et al., 2018). At the moment
of greatest challenge, represented by D40, the increase in residual milk diluted the immunological
factors of the animals, requiring greater activation of phagocytes to combat infectious agents (Sordillo,
2018). Which in group Control took longer to be reestablished, while in the treated groups occurred
more quickly, when the SCC levels returned to normal in the following week.

This can be confirmed by the stability of the oxidative metabolism of lactic leukocytes in the
treated groups and the decrease in the Control group between D40 and D48 in the time interaction. In
the WC group, the maintenance of the oxidative metabolism of lactic leukocytes allowed macrophages,
the main resident phagocytes of the mammary gland, to eliminate pathogens that invaded the tissue
without needing to recruit neutroph not ils in the blood from D48 onward, which resulted in a decrease
in SCC at D48 and D56. In the CYT group, this function was less effective, as shown by the higher
percentages of neutrophils at D48 and D56 and maintenance of SCC, indicating that for this mammary
gland to remain healthy, it was necessary to flood the tissue with neutrophils, since macrophages alone
failed to inhibit the pathogens (Sordillo, 2018).

The mannans and B-glucans of the cell wall of S. cerivisiae act as immunomodulators by
increasing phagocytosis and cytokine production by macrophages and activating neutrophils and T and
B lymphocytes (Jensen et al., 2008). Although supplementation with this yeast presentation also
improved lymphocyte function in previous studies, there were no changes in the percentage of milky
lymphocytes throughout the study, cells that correspond to approximately 1 to 2% of milky cellularity
(Sordillo, 2018). The cytoplasm-rich extract of S. cerivisiae contains nucleotides that activate the
replication of immune cells, which, despite interfering very little in the function of phagocytes, may
have contributed to a greater number of them, which promotes a more efficient immune response
(Ibrahim & El-Sayed, 2016).
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Oxidative metabolism is the production of reactive oxygen species (ROS) by phagocyte
enzymes leading to the destruction of phagocytosed pathogens, and its decreased function indicates
lower phagocyte competence (Tizard, 2014). Thus, the incubation of milk cells with the nitroblue
toltrazuril reagent produces the formation of a bluish compound inside the phagocytes called formazan,
the intensity of intracellular production of reactive oxygen species by phagocytes such as neutrophils
and macrophages, and the greater or lesser production The concentration of ROS changes the staining
intensity of the compound, thus predicting the ability of phagocytes to destroy pathogens through
oxidative metabolism and is considered an indirect in vitro microbicidal test (Takeshima et al., 2021).
Although the increase in phagocyte efficiency by S. cerevisiae wall-based supplements has already been
observed in blood leukocytes of heifers, it had not yet been tested in dairy phagocytes (Ryman et al.,
2013).

Regarding dairy production, there was a decrease in milk production in all groups at D24,
with statistical significance only in the Control group. This was associated with thermal stress, where
the temperature reached 29 °C with low relative humidity. During this period, it was observed that the
supplemented groups better adapted to this stressor. Similar results were found in studies using live
yeast and yeast walls during the summer with high temperatures, when the treated groups better adapted
to these conditions and maintained consumption, production and immunity (Branddo et al., 2016;
Perdomo et al., 2020).

Subsequently, the animals of the CYT group showed increased milk production and fat
content on D48 and D56 both in the treatment and time interaction. In the WC group, there was stability
in milk production and milk fat percentage, and for the CYT group, there was a decline in production
on D40 and D48 and a reduction in the percentage of fat from D40 and D56 and in the percentage of
lactose in D40.

The cytoplasmic content of the autolyzed S. cerivisiae extract provides substrate for ruminal
microorganisms, favoring better diet utilization and feed conversion ratio, resulting in increased milk
and fat production due to increased propionate production (Poppy et al., 2012). In addition to yeast, the
CYT group’s diet had a considerable percentage of cobalamin (precursor of vitamin B12), which in
ruminants corresponds to the metabolism of propionate and gluconeogenesis, essential for the energy
and glucose requirements to aid in milk production (Graulet et al., 2007).

This explains the increase in milk and fat production from the sixth week for the CYT group.
Similar results were observed in studies with live and hydrolyzed yeasts and yeast culture, which
increased milk production and fat content in the milk of the treated groups; while the yeast presentations
differed from ours, the preparations also provided nutrients to the ruminal microorganisms, but in

different percentages to the supplements used in our study, making each yeast presentation unique and
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with different mechanisms of action and composition according to the manufacturing technology of each
(Nasiri et al., 2019; Zaworski et al., 2014).

The reduction in fat, lactose and volume of milk produced in group Control can be explained
by the occurrence of inflammation of the mammary gland, in which the pathogens consume fat and
lactose present in milk, in addition to promoting destruction of the glandular tissue (Malek dos Reis et
al., 2013). As this inflammation was attenuated in the WC group because the immune cells were more
competent in the in vitro test, the constituents remained unchanged throughout the experiment.

Lactose levels usually show a decrease in animals affected by mastitis due to the presence of
pathogens that ferment lactose, which would explain its decrease in D40 in the WC and CYT groups
(Feitosa, 2014). For the CYT group, there was a point increase in the percentage of lactose on D16 and
D40, which we could not justify. The milk protein levels were not affected by the treatments, similar to
the findings when using dry yeast in cows in early lactation and p-glucan in the diet of lactating cows
(Gimenes et al., 2020; Li et al., 2021).

Thus, the use of autolysed S. cerivisiae can be used in the diet of dairy cows to minimize the
incidence of mastitis and increase milk production, even in a situation of low challenge during milk
production.

With this in mind, it is speculated that S. cerivisiae autolysed in more challenged herds may
bring more expressive results. It is believed that WC supplementation will bring a greater immune
increase in herds with higher SCC and in animals in the transition period, a situation in which the
immune system is more challenged and the organism is more prone to immunosuppression.
Supplementation with CYT will result in higher productivity in herds with less challenge but fed more
energetic diets.

Conclusion

Supplementation with autolysed S. cerivisiae containing higher concentrations of WC was
more efficient in stimulating innate immunity, reducing SCC and maintaining mammary gland
homeostasis. The S. cerivisiae extract containing higher concentrations of CYT caused an increase in
milk yield, both in volume and fat, and promoted a smaller increase in the immune response than did
WC.
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Tablel.

o1

Composition of the ingredients of products tested in this experiment: WC = Yeast rich in cell
wall and CYT = Yeast rich in cytoplasm
Parameter Max(i:I;(i-glj-(;st® WC: RumenYeast®
Crude fiber 50 g/kg 90 g/kg
Crude protein 400 g/kg 350 g/kg
Mannan oligosaccharides 100 g/kg 120 g/kg
B-glucans 140 210 g/kg
Soluble metabolites 500 g/kg 300 g/kg
Free nucleotides 80 g/kg -

Selenium - 001 ppm

Thiamine 3,64 mg/kg 3,20 mg/kg

Cobalamin 558 mg/kg 2,79 mg/kg

Source: ICC Brazil (2021)
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413

414 Tablel. Chemical composition of the feedstuffs used in the total mixed feed (TMR) of the animals,
415 based on dry matter

Parameter Corn silage Concentrate Soybean meal Oat
(60%0) (18%) (18%) predried
(3%)

Mineral matter % DM 3.49 8 6.84 6.5
Crude protein % DM 7.98 20 49.72 9.2
Ether extract % DM 3.57 4.8 451 5

Neutral detergent fiber
% DM 35.01 20.82 9.28 64.2

Acid detergent fiber %

DM 21.03 12 7.7 38.9

TDN % DM 76.39 84 4.45 60.61

416 DM= dry matter; MM= mineral matter; CP= crude protein; EE= ether extract; NDF= neutral
417 detergent fiber; ADF= acid detergent fiber; TDN= total digestible nutrients.
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446 Table2. Evaluation of SCC, differential count and oxidative metabolism of milky leukocytes from
447 cows treated or not with the yeast S. cerivisiae
nwlco Cn\g CnO? trol SD Time X treatment  Time  Treatment
SCC Log10 4.62ab 4.52a 4.76b 0.51 0.01 0.02 0.04
Macrophages % 87.2a  84.9b 84.9b 3.28 0.02 0.008 0.01
Neutrophils%  4.5a 5.1ab 5.5b 2.30 0.02 0.009 0.004
Lymphocytes % 4.7a 6.1a 4.7a 2.67 Ns Ns Ns
OM (od) 0.073a 0.072ab 0.069b  0.001 0.02 0.01 0.03

448 WC: yeast with cell wall; CYT: cytoplasm-rich yeast; Control: control; SCC: somatic cell count; OM:
449  leukocyte oxidative metabolism; do: optical density; Ns: not significant. Data are expressed as the mean
450  and standard deviation (SD). a, b: Different letters indicate significant differences (P<0.05).
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Table 3. Milk yield and constituents of cows treated or not with the yeast S. cerivisiae

WC CYT Control
n:10 n:8 n:7

SD  Treatmenttime Time Treatment

Production (L day!) 30.44ab 35.66a 29.14a 8.29 0.01 0.001 0.03
Fat % 3.64ab 3.95a 3.30b 1.60 0.01 0.009 0.04
Lactose % 4.77a 4.78a 4.26b 1.30 0.05 0.001 0.04
Protein % 3.0 3.36 3.12 0.33 Ns Ns Ns

WC: yeast with cell wall; CYT: cytoplasm-rich yeast; Control: control; L: liters; Ns: not significant.
Data are expressed as the mean and standard deviation (SD). a, b: Different letters indicate significant
differences (P<0.05).
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Figure 1. SCC, differential count and oxidative metabolism of milky leukocytes from cows treated or
not with the yeast S. cerivisiae
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Figure 2. Volume and constituents of milk produced from cows treated or not with the yeast S.

cerivisiae
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ANEXO 1
ESPECIFICACOES TECNICAS E DESCRICAO DO PRODUTO RUMEN YEAST

RumenYeast® é a nutricdo ideal para a flora ruminal. RumenYeast®
estimula a atividade das bactérias celuloliticas, impulsionando a condicdo da
microflora do rimen, o que levard a uma producdo de leite e carne
significativamente maior e a melhoria na saide geral e bem-estar dos
ruminantes. RumenYeast® possui altaquantidade de B-glucanas e MOS que
atravessam o rimen sem serem degradados (by pass) chegando ao intestino
grosso eagindonaaglutinagao de bactérias (fimbriatipo 1) e

adsorgdo de micotoxinas.
ANALISES TIPICAS:
Contagem total de células
NPN

Extrato Etéreo

Fibra Bruta

Cinzas

Digestibilidade lleal
Mananoligossacarideos

B- Glucanas

Energia Digestivel
Densidade

Tamanho médio da particula

GARANTIAS:

ANALISES BROMATOLOGICAS:

Metabolitos de Fermentacéo
Umidade
Proteina Bruta

ANALISES MICROBIOLOGICAS:

Bactérias aerobias mesofilas totais
Coliformes Totais

Coliformes termotolerantes
Bolores e leveduras

E. coli

Salmonellas

ANALISES TIPICAS DE VITAMINAS:

Tiamina (B1)

Riboflavina (B2)

Niacina (B3)

Acido Pantoténico(B5)

Piridoxina (B6)

Colina(B7)

Biotina (B8)

Acido Félico (B9)

Cobalamina (B12)
CARACTERISTICAS FiSICAS:

Pé fino, de coloragéo bege a marrom, de boa fluidez e livre de

aglomeragdes. Odor tipico.

*O RumenYeast® é um produto natural que apresenta variacéo de
cor devida diferentes matérias-primas utilizadas no processo
fermentativo, porém esta variacdo ndo interfere na sua qualidade

funcional.

Cells/g
g/kg
g/kg
g/kg
g/kg

%(p/p)
g/kg
g/kg

kcal/kg
g/L
Mesh

g/kg
g/kg
g/kg

UFClg
NMP/g
NMP/g
UFClg
/1g
/259

Ppm
Ppm
Ppm
Ppm
Ppm
Ppm
Ppm
Ppm
Ppb

min.
Max.
min.

max.
max.

2,0x10%
0,50
10,0
90,0
70,0
75,0
120,0
210,0
3,432
500,0
120

400,0
80,0
350,0

15.000
10
Ausente
100
Ausente
Ausente

3,20
5,10
61,0
78,0
15
1.320,0
0,3
0,2
2,79

Rumen“Yeast:

ANALISES TIPICAS DE MINERAIS:

Célcio % 0,11
Enxofre % 0,31
Fosforo % 0,62
Magnésio % 0,08
Potassio % 0,75
Sodio % 0,03
Cobre ppm 0,00
Cromo ppm 1,15
Ferro ppm 470,83
Manganés ppm 47,50
Selénio ppm 001
Zinco ppm 96,67
AMINOACIDOS TOTAIS TIPICOS

Acido Aspértico % 417
Acido Glutamico % 4,31
Alanina % 2,00
Arginina % 2,00
Cistina % 0,46
Fenilalanina % 2,25
Glicina % 1,43
Histidina % 1,18
Isoleucina % 1,36
Leucina % 2,80
Lisina % 2,63
Metionina % 0,61
Prolina % 1,19
Serina % 1,91
Taurina % N&o detectado
Tirosina % 1,22
Treonina % 1,22
Triptofano % 0,54
Valina % 2,35
DOSAGEM:

Gado de Corte:

Bezerros: (7 g/cabeca/dia)

Engorda: (7 g/cabeca/dia)

Gado Leiteiro:

Bezerros: (7 g/cabeca/dia) Transicdo: (14

g 4&28g/cabeca/dia) Novilhas: (7

g/cabeca/dia)

*Durante o periodo de transicdo, adose recomendada pode ser
aumentada até 28 g/cabeca/dia.

Lactagdo: (14 g/cabeca/dia)

** Em situacdes de estresse, recomenda-se dobrar a dosagem de
alimentacgdao.

EMBALAGEM:

Saco de papel de 25 kg com polietileno interno/ bag de 800 kg
ARMAZENAGEM:

Armazenar em local seco e fresco longe da luz solar e de insetos.
VALIDADE:

24 Meses da data de fabricacéo

ESTE PRODUTO E GMO Free
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ANEXO 2
ESPECIFICACOES TECNICAS E DESCRICAO DO PRODUTO MAXIDIGEST

.Maxi ..
igest

DESCRICAO DO PRODUTO:

MaxiDigest® & uma versdo concentrada do sucesso do bem-sucedido RumenYeast®, contendo os mais altos
niveis possiveis de metabdlitos de levedura. MaxiDigest® & perfeita solucao para premix, pois estimula a atividade
de bactérias celuloliticas aumentando a condi¢do da microbiota ruminal, resultando em maior producao de leite,
maior ingestao de alimentos e melhora bem-estar geral dos ruminantes.

GARANTIAS:

AMALISES BROMATOLOGICAS
Proteina Bruta

Umidade

Extrato Etéreo

Fibra Bruta

Cinzas

Mucleotideos

ANALISES MICROBIOLOGICAS:
Contagem Total de Placas
Enterobactérias

Bolores e leveduras

E. coli

Salmonella

ANALISES TiPICAS
Metabdlitos Soldveis
Digestibilidade pepsica
Tamanho de particula (média)
Mucleotideas Livres
Matl

Densidade Aparente

pH

MINERAIS:

Cllcio

Fésforo

Potdssio

Magnesio

Sadio

AMINOACIDOS
Acido Aspértico
Acido Glutaminico
Alanina
Arginina

Cistina
Fenilalanina
Glicina

Histidina
Isaleucina
Leucina

Lisina

Metianina
Prodina

Serina

Tirosina

Min.
[LETS
Min.

[LEFS
Bin.

4000
80,0
2,00
50,0
120,0
80,0

<15.000
=300
=100

Ausente

Ausente

50,0
B7.0
100
80,0
50,0
550,0
4,0-6,0

0,10
1,30
177
0,10
0,20

441
512
290
1,85
0,39
176
1,95
0,96
2,01
2,94
3,06
0,61
1,30
2,24
141

g/kg
a/kg
afkg
a/kg
a/kg
a/kg

UFC/g
UFC/g
UFC/g
g
/25g

o/kg
o/kg

9/kg
a/ky
a/kg
a/ky

%p/p
%pip
%p/p
%p/p
%p/p

%p/p
%pip
%p/p
%p/p
Sep/p
Sp/p
%p/p
%p/p
p/p
%p/p
%p/p
Sep/p
%p/p
Sp/p
%p/p

Treonina 2,158 %pip
Triptofano 0,52 Spip
Hidroxiprolina 0,05 Spip
Ornitina 0,18 Spip
Valina 242 pip
VITAMINAS

Acida Félico (BS) 0,25 mg/Kg
Acido Pantaténico (BS) 88,7 mg/Kg
Biotina (B8) 0,20 mg,Kg
Cobalamina (B12) 558 ma,/Kg
Colina (BT) 138749 mg/Kg
Niacina (B3) 72,50 mg,Kg
Piridoxina (B&) 1,50 ma,/Kg
Riboflavina (B2) 38,80 mg/Kg
Tiamina (B1) 3,64 mg/Kg

DOSAGEM:

Bovinos de Leite:
Lactagdo: 5 gfcab/dia**
3 g/cab/dia

Bovinos de Corte:
Bezerros: 3 gfcab/dia
Bezerra: Engorda: 3 g/eab/dia
Movilhas: 3 g/eab/dia

Transicdo: 7 gfcab/dia*

*Durante o perindo de transig@o a dose pode ser aumentada em até 10
g/cab/dia.

**Sab estresse, 10 g/eab/dia.

CARCTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

*Cor Bege a castanho claro
Aspecto Visual Pé fino, boa fuidez e sem grumos.
Aroma Tipico

*MaxiDigest® ¢ um produto denvedo da fermentagdo da cana de agucar para
obter o glcool & o preduto pode variar de bege a castanho clare. Esta variagdo
ndo inferfere no qualidode fundional do produto.

EMBALAGEM: Sacos de papel multifoliado de 25 kg com liner de
palietileno/800 kg em big bags.

ARMAZENAGEM: Armazenar o material em local arejado, protegido
dao calor e umidade, longe de fortes odores e de pragas.
VALIDADE: 24 meses apds a data de fabricacdo

PRODUTO NAO-OGM {GMO Free)

ESTA FICHA DE ESPECIFICAQ E APENAS PARA FINS ICATIVOS




