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RESUMO

A levedura Saccharomyces cerevisiae, presente na alimentacdo humana e na
producdo de vinhos, paes, cerveja e alcool, vem ganhando espaco como aditivo
estimulador de fermentacdo em ruminantes. O presente trabalho tem o objetivo de
esclarecer os processos de obtencdo das leveduras vivas e inativadas e seus
subprodutos, os efeitos no rimen e seus reflexos na produtividade, finalizando com
uma analise comparativa entre os resultados e a relagdo custo-beneficio.
Comparando os efeitos entre as leveduras vivas e as inativadas, conclui-se que as
principais diferencas obtidas devem-se as diferentes cepas utilizadas, ao meio de
cultura em que a levedura foi multiplicada e as diferencas entre as dietas e o estado
fisiolégico dos animais em que foram utilizadas. Essa andlise foi prontamente bem
vista pela empresa GRASP, sediadora do estagio, pois vem a corroborar com seus
produtos comercializados e em desenvolvimento. Durante o estagio obrigatorio, foi
possivel acompanhar os processos fabris de producdo de aditivos para nutricdo
animal, o contato com profissionais da &rea, além da revisdo de literatura cientifica
na area de nutricdo de ruminantes e de outras atividades relacionadas com a area
de Pesquisa e Desenvolvimento. O estagio proporcionou grande oportunidade para
0 conhecimento em literatura e escrita cientifica e o crescimento em conhecimento

pratico no desenvolvimento de produtos para nutricdo animal.

Palavras-chaves: aditivos,nutricdo, Saccharomyces cerevisiae, vacas leiteiras.
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1. INTRODUCAO

A manipulacdo da microbiota ruminal para maximizar a eficiéncia de producéo
das vacas leiteiras € um desafio para nutricionista e pesquisadores, chamando
também a atencdo das industrias para o desenvolvimento de novos aditivos (YOON
& STERN, 1995). Com o crescimento constante e oferta de varios aditivos no
mercado, uma pesquisa realizada pela revista americana Hoard’s Dairyman
Magazine - importante no setor leiteiro norte-americano - exemplifica o uso de

aditivos na producgéo de gado leiteiro, listando os mais utilizados (Tabela 1).

Tabela 1. Percentagem de produtores de leite que usam aditivos nos EUA (2013

Hoard’s Dairyman Magazine Survey)

Aditivo 2006 2014 (Previsao)
Tamponantes de pH 41% 40%
Leveduras vivas/cultura de leveduras 28% 27%
Monensina sédica 15% 21%
Niacina 9% 11%
Probiéticos 11% 13%
Adsorventes de micotoxinas 11% 22%
Produtos anibénicos 3% 6%
N&o usa 11% 10%

Adaptado de HUTJENS, 2013.

Os EUA sao referéncia mundial no uso de tecnologia e desenvolvimento para
incremento de produtividade em gado leiteiro e o Brasil tem acompanhado essa
evolugcdo. Dentre os aditivos citados, produtos a base de leveduras estdo se

firmando no mercado brasileiro na alimentacao de vacas lactantes e secas.
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Os beneficios das leveduras sdo conhecidos em medicina humana ha muito
tempo. Utilizada desde o comeco do século 20, a levedura Saccharomyces boulardii
€ eficaz na prevencdo e no tratamento de disturbios gastrointestinais e seu uso é
considerado seguro (VANDENPLAS et al., 2015).

As leveduras sdo organismos microscopicos unicelulares, eucariotos,
pertencentes ao Reino Fungi, com ampla distribuicdo mundial. Uma de suas
caracteristicas € adaptar-se metabolicamente ao meio para a fermentacdo de
aclcares em presenca ou auséncia de oxigénio (MAGNANI & CASTRO-GOMEZ,
2008).

Figura 1. Fotos de microscopia eletrbnica de varredura de células de Saccharomyces cerevisiae
autolisada.
Fonte: GOMIDE, 2012

Na nutricdo de animais de producdo, a principal levedura utilizada é a
Saccharomyces cerevisiae, conhecida como “levedura de pao” (Figura 1). Em uso
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industrial, cepas especificas de S. cerevisiae sdo empregadas na producdo de
cerveja, de etanol automotivo e vinho, com a producdo de alcool etilico como
metabalito final de fermentacdo de acglUcares.

Sendo registrada como produto seguro - “Generally Recognized as Safe”
(GRAS) para uso na nutricdo animal, a S. cerevisiae e suas diversas cepas séo alvo
de pesquisa e desenvolvimento de varias empresas de nutricdo animal no mundo
sendo comercializadas tanto como probiéticos (também chamados de Direct Fed
Microbials ou prebidticos).

O termo Direct Feed Microbials foi adotado nos EUA para definir aditivos a
base de microorganismos - bactérias ou fungos — vivos usados como melhoradores
de desempenho de producéo, alteradores da fermentac&o ruminal ou auxiliadores na
utilizacdo de nutrientes. (NRC, 2001; DENEV et al., 2007). As leveduras inativadas
integras ou autolisadas e/ou seus subprodutos, sdo considerados prebiéticos,
contendo carboidratos nao-digeriveis que favorecerem as populagbes bacterianas
benéficas a salde animal (SANTOS & GRECO, 2012).

No mercado existem varias op¢des de produtos a base de leveduras para
nutricdo animal. Produtos desenvolvidos com leveduras vivas, com leveduras
inativadas, sendo comercializados ou ndo com seu meio de cultura, tornam-se
opcbes para melhora de desempenho, porém geram dulvidas quanto ao seu uso e
seu custo-beneficio.

Com o intuito de esclarecer alguns pontos com relacdo aos produtos da
levedura S. cerevisae, nesta revisdo serdo avaliados e comparados os efeitos das
leveduras vivas e inativadas, referentes aos seus beneficios e resultados obtidos em
produtividade em bovinos leiteiros.

Como empresa participante no mercado de aditivos, atuando com produtos a
base de S. cerevisiae inativada, subproduto da industria de etanol automotivo, a
empresa GRASP Industria e Comércio Ltda, com sede em Curitiba — PR, foi sede
deste estagio. Esta revisdo servird de modo pontual para a empresa de modo a
situar os seus produtos e abrir caminhos para desenvolvimento de novas

oportunidades.
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem o objetivo de esclarecer os processos de obtencao
das leveduras vivas e inativadas e seus subprodutos, os efeitos no rimen e seus
reflexos na produtividade, finalizando com uma andlise comparativa entre o0s

resultados e a relacao custo-beneficio.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Produtos a base de leveduras sdo comumente usados tanto na producao
animal quanto na alimentacdo humana. Na producdo animal, tanto em herbivoros
(ruminantes e ndo ruminantes) quanto em onivoros, a S. cerevisiae produz efeitos
benéficos na populacdo microbiana gastrointestinal, refletindo em melhorias na
produtividade e na salde em geral. Na bovinocultura leiteira, foco dessa reviséo, a
recomendacdo de uso das leveduras é principalmente em periodos de estresse
ambiental e mudancas dietéticas (HUTJENS, 2012).

Dois principais produtos oriundos de S. cerevisiae sdo comercializados para a
inclusdo em dietas: as leveduras vivas secas (LV) (incluindo ou ndo seu meio de
cultura) e as leveduras inativadas (LI) e seu meio de cultura secos, chamadas
também de cultura de leveduras (CL). Ainda h&a variagcbes conforme a empresa
fabricante e outros subprodutos decorrentes do processo de obtencdo das
leveduras.

As LV sdo caracterizadas pela alta concentracdo de células viaveis (> 10°
UFC/g), onde ¢é preservada a Vviabilidade celular e atividade metabdlica
(CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008). Apds a multiplicacdo das leveduras em
seu meio de cultura, estas sao purificadas, secas e embaladas ou podem ser secas
juntamente com seu meio de cultura.

As LI geralmente sdo oriundas normalmente das industrias de cervejaria e
destilaria, podendo ser autolisadas ou integras. A autdlise se da por meio de
processos quimicos (detergentes, hidroxido de sddio), fisicos (temperatura, radiagao
UV, rompimento mecanico) ou enzimaticos. A biomassa formada contém os
componentes intracelulares e a parede celular. A partir desse processo, podemos ter
trés tipos de produtos: levedura inativada autolisada (LIA), extrato de levedura (EX)
(somente conteudo celular) e parede de levedura (PC) (sem conteudo celular), como
descrito na Figura 2.
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BIOMASSA (Destilaria ou Cervejaria) LIMPA OU LEVEDURAS FRESCAS
Saccharomyces cerevisiae

CELULAS INTEGRAS

AUTOLISADO PASTEURIZADO

CELULAS AUTOLISADAS

l l

EXTRATO PAREDE CELULAR
(parte soluvel) (parte insoluvel)

Figura 2. Esquema da fabricacdo de produtos derivados da levedura Saccharomyces cerevisiae.
Adaptado de ROBAK, 2013 / SGARBIERI, 1999.

Os efeitos comuns a S. cerevisiae em vacas leiteiras ocorrem principalmente
devido as alteracdes na populacdo microbiana ruminal. Com essas mudancgas,
proporciona-se 0 crescimento de microorganismos celuloliticos, favorecendo
também as bactérias consumidoras de lactato, mantendo o pH mais estavel. Por
consequéncia, ocorre 0 aumento no consumo de alimentos e na sua digestibilidade,
na producéo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no rimen e na producédo de
leite (DESNOYERS et al., 2009; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008; POPPY et
al., 2012). Apesar dos efeitos encontrados na literatura, o(s) mecanismo(s) pelo(s)
qual(is) isso ocorre ndo esta totalmente elucidado (HRISTOV et al., 2010;
BITENCOURT et al., 2011; SANTOS & GRECO, 2012).
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Dentre os efeitos citados acima, € importante que seja considerado o tipo de
dieta utilizado, a relacdo concentrado:volumoso, além do estado fisiolégico dos
animais (PARDO-GAMBOA et al., 2011; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008)
para uma comparacao mais precisa.

A inclusdo de LV ou LI em dietas de bovinos leiteiros de alta producéo tem
gerado discussfes entre os pesquisadores e nutricionistas quanto a eficacia ruminal
e se os efeitos obtidos ocorrem com o uso de ambas o0 que serd discutida nessa

revisao.

3.1 Processos industriais de obtencado da S. cerevisiae viva e inativada.

Por conta de varios produtos oriundos de leveduras S. cerevisiae para
nutricdo animal, serdo discutidos os processos industriais para obtencédo de LV e LI.

Na producdo de LV, ocorre a propagacdo de células viaveis pela
multiplicacdo da levedura em seu meio de cultura (geralmente oxigénio, nitrogénio e
carboidratos). Esse processo € exclusivo para producdo de LV, chamado de
fermentacao priméaria. Ao atingir a concentracdo desejada de leveduras, ocorre a
centrifugacdo e a secagem em temperatura que nao afeta metabolicamente as
leveduras, mantendo sua viabilidade (STONE, C. W.; 2006).

Produtos de LV puros sdo compostos somente de células vivas secas e
contém minimo de 1,5 x 10'° UFC/g. Produtos que contenham células vivas e seu
meio de cultura garantem no minimo 5,0 x 10° UFC/g (LYNCH & MARTIN, 2011).

As LI sdo oriundas do excedente produzido pela industria de etanol e de
cervejaria. As células de leveduras sao inativadas termicamente e poderdo ser
utilizadas integralmente juntamente com seu meio de cultura (CL) sem o residual
alcoolico apés secas ou processadas para obtencéo de seus derivados (EX e PC).

A CL consiste ndo somente de células inativadas e seu meio de cultivo, como
também metabdlitos produzidos no processo de fermentacdo e algumas células

ainda viaveis mas em numero nao significativo.
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3.2 Perfil nutricional e composicéo centesimal da levedura S. cerevisiae

A S. cerevisiae, como subproduto das industrias de cervejaria e destilaria de

alcool, pode ser utilizada como fonte proteica nas dietas, além de ser rica em

vitaminas do complexo B, acidos nucléicos (DNA e RNA) e minerais (principalmente

fosforo, potassio, calcio, magnésio, selénio e zinco) (FERREIRA, 2010; PARDO-

GAMBOA, 2011). O valor proteico encontra-se entre 30% e 70%, como mostrado na

Tabela 2, com o comparativo entre LI, LA e EX provenientes das industrias de

cervejaria e destilaria de alcool e LV. Possui também elevado teor de vitaminas do

complexo B, especialmente B, B, Bs € Bg (PINTO et al., 2013).

Tabela 2. Composicdo centesimal da levedura integra, autolisada e extrato de
derivados de destilaria de alcool e de cervejaria e de levedura viva.

Destilaria de alcool® Cervejaria2 Lev_edtéra

Viva

Componente Levedura Levedura Levedura Levedura Extrato

(% MS) integra autolisada Extrato | integra autolisada

Proteina Bruta 39,6 40,4 50,7 48,7 46,5 61,5 >SAQ***

(Nx5,8%

Fibra Total 314 31,2 3,3 24,4 25,0 2,7 35-45

Cinzas 4,6 6,2 11,7 8,6 8,8 12,5 5-7

Lipidios Totais 0,5 1,2 0,4 3,3 3,3 1,9 5-7

Acidos nucléicos 9,0 5,6 8,3 5,7 7,9 6,9 NA

Nao 14,9 15,4 25,6 10,6 108 192 NA

determinado**

* De acordo com normas da AOAC (Association of Official Analytical Chemists), 1990.

** Nao determinado = (ENN) + (parte do NNP)
1 Adaptado de YAMADA et al., 2003.
2 Adaptado de SGARBIERI et al., 1999.

3 Informacéo disponibilizada por produto comercial.

*** Proteina N x 6,25.

NA: ndo apresentado.
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O perfil de aminoéacidos das leveduras pode diferir de acordo com o processo
de fabricagdo - se células integras, autolisadas ou extrato. Na Tabela 3 é feito um
comparativo do perfil de aminoacidos da S. cerevisiae obtida da industria de
cervejaria e destilaria de alcool com o perfil da proteina do leite, microbiana ruminal
e do farelo de soja. O perfil de aminoacidos listados na tabela sdo os considerados
essenciais (AE): arginina (Arg), histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina
(Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), treonina (Thr), triptofano (Trp) e valina
(Val) (NRC, 2001).

Tabela 3. Aminoacidos essenciais de levedura integra de destilaria de alcool e
cervejaria e seus derivados, leite, bactérias e farelo de soja.

Item Arg His lle Leu Lys Met Phe Thr Trp Val

% do total de AAE

Destilaria de Alcool*

Levedura integra NA 42 4.2 6,0 7,8 24* 6,5* 47 12 48
Levedura autolisada NA 2,7 47 6,7 9,0 2,7* 74 52 15 54
Extrato de levedura NA 24 39 5,6 7,0 23* 64 37 1,1 46
Cervejaria’

Levedura integra 4,1 21 5,6 8,9 7,1 2,5 5,3 6,2 15 6,2
Levedura autolisada 24 32 49 7,8 9,5 1,2 50 5,8 16 59
Extrato de levedura 1,0 30 57 8,1 8,6 1,3 4,7 5,2 13 6,8
Leite® 7,2 55 11,4 19,5 16,0 55 10,0 8,9 3,0 13,0
Bactérias * 10,2 40 115 16,3 15,8 52 10,2 11,7 2,7 125
Farelo de Soja 8 16,2 6,1 10,1 17,2 139 32 116 8,7 2,8 10,2

1- Adaptado de YAMADA et al., 2003.

2 - Adaptado de SGARBIERI et al., 1992.
3 - Adaptado do NRC, 2001.

*Metionina + cisteina.

** Fenilalanina + tirosina.

NA — ndo apresentado
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Conforme descrito na Tabela 3, tanto as leveduras de cervejaria quanto de
destilaria possuem valores proximos de aminoacidos essenciais. Com relacdo a
composicao de minerais, a Tabela 4 relaciona os minerais disponiveis em Ll e LV de

cervejaria e destilaria de alcool com a do leite de vaca.

Tabela 4. Composicdo de minerais das leveduras integras e autolisadas de destilaria
de alcool e cervejaria e do leite.

Destilaria de Alcool Cervejaria’®
Componente Bases)  {ERE  Chde  Autolsade Leite’
Macrominerais (%)
Célcio 0,51 0,82 0,41 0,11
Fosforo 0,88 0,86 1,18 0,12
Potassio 1,21 1,56 1,37 0,15
Enxofre 0,42 0,40 NA 0,32
Magnésio 0,58 0,71 0,16 0,12
Cloro 0,03 0,03 NA 0,10
Microminerais (mg/kg)
Cobre 56,58 43,84 NA NA
Ferro 395,46 383,59 NA NA
Manganés 57,38 63,78 NA NA
Selénio 1,32 2,62 NA NA

1 Adaptado de PARDO-GAMBOA et al., 2011.
2 Adaptado de SGARBIERI et al., 1999
3 Adaptado de Park et al., 2007.

NA — ndo apresentado.

Analisando a Tabela 4, pode-se notar que as leveduras possuem boa
composicao mineral, sendo consideradas boas fontes desses minerais.

Um elemento muito importante e amplamente estudado e empregado em
nutricdo e tratamento em humano como prebiotico é a parede celular de leveduras.
No caso da S. Cerevisiae, a PC obtida ap0s o processo de autdlise e fitracdo é
constituida de polissacarideos estruturais composto por Beta-D-glicanas (48-60%),
quitinas (0,6-2,7%) e manoproteinas (20-23%) (FUKUDA et al., 2009).
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A PC estéa organizada em duas camadas principais, sendo a mais interna de
glicanas e quitina e a mais externa de manoproteinas, em estrutura interconectada
por ligacGes covalentes (MAGNANI & CASTRO-GOMEZ, 2008), como demonstrado
em Figura 3. Essa estrutura representa cerca de 20% do peso total da levedura
(OEZTUERK et al., 2005).

A estrutura da PC da S. cerevisiae representa um substrato apropriado para a
fermentacdo microbiana ruminal, independente do status da levedura (OEZTUERK
et al., 2005).

Proteinas da Membrana

@d@@%@%ﬂ@&

R

\-

B - Glucanos

—| Quitina

Membrana celular — bi-

camada lipidica

Manoproteinas

Figura 3. Estrutura da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Os valores de composicdo centesimal e nutricionais da S. cerevisiae
encontrados na literatura revelam grandes diferencas como mostradas nas tabelas
acima. Essa heterogeneidade pode ser devida as diferencas de cepas, da natureza
do substrato utilizado, concentracdo de sais no meio de cultura, das condi¢cdes de
fermentacdo, e por fim, do processamento e armazenamento das leveduras
(PARDO-GAMBOA et al., 2011).

3.3 Diferenciacgéo entre cepas S. cerevisiae atuantes na fermentag¢&o ruminal

A levedura S. cerevisiae € responsavel por fermentacédo de varios produtos
consumidos por humanos, como pao, vinho, cerveja e bebidas alcdolicas, além de
participar na fermentacdo da cana-de-acucar para producéo de etanol. Estima-se a
existéncia de aproximadamente 6 mil cepas, sendo que cerca de dois tercos foram

identificados e caracterizados (AA et al., 2006).
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Na caracterizacdo de cada cepa, além das diferencas fisicas de formato, os
intermediarios metabdlitos e os produtos finais podem ser diferenciados. Cada cepa
€ especializada em um tipo de fermentacdo, podendo ter acdo mais rapida no
consumo do carboidrato, produzir mais metabalitos, etc.

Para nutricAo animal, muitos dos efeitos associados a S. cerevisiae descritos
no modo de acdo nao foram encontrados em alguns estudos, sugerindo que 0s
diferentes tipos de cepas utilizados possuiriam efeitos que ndo os esperados
(NEWBOLD et al., 1996; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008), atuando de forma
diferente no ambiente ruminal.

Estudos in vitro avaliaram diferentes cepas de S. cerevisiae vivas e, dentre
cinco estudadas apenas 3 obtiveram efeitos positivos sobre o crescimento da
populacdo bacteriana total, reagindo de forma diferente em uma populacao
especifica (NEWBOLD et al., 2005; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008).

Outro efeito relacionado as cepas especificas seria sobre a reducéo de lactato
ruminal. Em teste realizado in vitro, avaliando diferentes cepas de LV, observou-se
que algumas das cepas testadas favoreceriam as bactérias que metabolizavam o
lactato, conforme demonstrado em Figura 4 (CHAUCHERYAS-DURAND et al.,
2008), onde é demostrado que ocorreu uma menor concentracao de lactato ruminal

por algumas cepas, frente ao grupo controle sem levedura.
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Figura 4. Efeitos de diferentes cepas de S. cerevisiae vivas na acumulacao de lactato in vitro, com
conteddo ruminal de 3 vacas canuladas alimentadas com feno e concentrado (50:50). Fonte:
Adaptado de CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008.
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Outro estudo comparando 2 tipos de cepas de LV em vacas secas analisou a
emissdo de metano, CMS e pH ruminal. A cepa 2, que mais reduziu a taxa de
producdo de metano por kg de MS ingerida em 1,2 g comparada ao controle e 1,8 g
a outra cepa (16,1 g versus 15,7 g versus 17,5 g CHs/kg MS ingerida) provocou
também a reducéo do pH ruminal. As taxas foram de no minimo de 5,35 e média de
5,98 para a cepa 2 versus 5,66 e 6,34 pH respectivamente da outra cepa e a
guantidade de horas em que o pH continuou abaixo de 5,8 (7,5 versus 3,3 horas). A
conclusdo obtida pelos autores foi que apesar da reducdo da emissdo de CHy,
houve aumento no risco de acidose pela cepa 2, sendo ndo recomendada para gado
leiteiro (CHUNG et al., 2011).

Com relacdo a andlise dos resultados da digestdo de fibras com diferente
cepas de LV que foram obtidas in vitro e a taxa de degradacéo da fibra (em mg/h)
em liquido ruminal de bovinos alimentados com feno e concentrado (50:50) verifica-
se um diferente desempenho entre as cepas. Os resultados obtidos encontram-se

resumidos na Figura 5.
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Figura 5. Efeitos de diferentes cepas de LV nas taxas de degradacdo de fibra (mg/h) in vitro com
liquido ruminal de bovinos. Adaptado de CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008.
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Com a andlise desses estudos, de acordo com a cepa utilizada, fica
evidenciado que a acdo das LV no ambiente ruminal sdo cepa-dependentes. Ou
seja, ha cepas que melhoram o ambiente ruminal, propiciando melhor resposta ao

aditivo fornecido.

3.4 Modo de acdo da S. cerevisiae no ramen de vacas leiteiras

Estudos realizados com leveduras S. cerevisiae nas ultimas décadas tem
apresentado efeitos atribuidos a LV, LI e CL como o aumento da digestéo de fibras,
decorrentes provavelmente do aumento na populacdo de bactérias celuloliticas e
ruminal total, culminando em aumento da producdo de leite, melhora na resposta
imunoldgica, particularmente em situacdes de estresse (NRC, 2001; NEWBOLD,
1996; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008; DENEYV et al., 2007).

O aumento no numero de bactérias vidveis e de bactérias celuloliticas € um
efeito notavel da S. cerevisiae (FERELI et al., 2010; DAWSON et al.,, 1990;
HARRISON et al., 1998). O mecanismo sugerido é pela melhoria do ambiente
ruminal e/ou pelo fornecimento de cofatores de crescimento pelas leveduras as
bactérias e por manter o ambiente com baixa concentracdo de O, (WALLACE,
1994).

Uma forma de melhora do ambiente ruminal é pela estabilizacdo do pH,
propiciada pelo aumento do nimero de bactérias consumidoras de lactato (BACH et
al., 2006; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008). Ou ainda, como sugerido por
alguns estudos, por cofatores para crescimento da populacdo bacteriana, como
peptideos que estimulariam o crescimento (DENEV et al., 2007) e/ou o fornecimento
de acidos dicarboxilicos, especialmente o malato, além de vitaminas do complexo B,

essenciais para o metabolismo da populagéo ruminal.
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Com esse aumento da populacdo ruminal total, ha maior producéo total e
individual de AGCC, diminuindo também a relacdo acetato:propionato (OEZTUERK
et al., 2009; ROBINSON, 2009; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008; NEWBOLD
et al., 1996). Além dos AGCC como produtos finais da fermentacéo, temos também
os gases CO,, CH, e H». Dentre eles, o metano (CH,4) possui grande importancia por
se tratar de um géas com potencial efeito estufa. Muitas cepas de S. cerevisiae ja
foram catalogadas e vem sendo estudadas para comprovacgéo do efeito de mitigacéo
da producdo de CH, pelas bactérias metanogénicas.

Para o pleno desenvolvimento da grande maioria da populacdo ruminal, o
ambiente precisa ter condicbes adequadas (pH, temperatura, osmolalidade e
potencial redox). A concentracdo de O, se mantém entre 0,25 a 1,0uM devido a
entrada de O, originario dos capilares do epitélio ruminal, da 4gua, dos alimentos e
da saliva. Estudos com LV sugerem que h& o consumo de O, pelas leveduras, mas
esse consumo seria relativamente pequeno comparado ao consumo dos
microorganismos facultativos aerébios que realizam a metaboliza¢do do O, (ELLIS et
al., 1989).

O uso de S. cerevisiae tem acado positiva em periodos de desafio imunoldgico,
como mudanca de lotes, desmame, parto, fortalecendo a resposta imunoldgica e
imunomoduladora, ativando as células de defesa (células NK e fagociticas)
(FUKUDA et al., 2009) e também em outros momentos de estresse calbrico,
ativando os mecanismos de producdo de calor, mantendo a producdo de leite
(BRUNO et al., 2009 (a); SALVATI et al., 2015).

3.4.1 Aumento ou manutenc¢é&o do pH ruminal

O pH do rumen mantém-se normalmente constante de 5,5 a 7,0. Porém,
variacdes no pH ocorrem apos a refeigcdo de acordo com a natureza do alimento e a
frequéncia de alimentagdo. Os valores minimos de pH ocorrem apos a refeicao,
cerca de 2-6 horas apdés o consumo de alimentos, pela alta produ¢cdo de AGCC
(DEHORITY, 2004).
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Bactérias celuloliticas (fermentadoras de carboidratos estruturais) e
protozoarios desenvolvem-se melhor em pH 6,2 ou um pouco mais alto, sendo que
as taxas de digestéo de fibra ja diminuem com pH abaixo de 6,5 (DEHORITY, 2004).
As bactérias amiloliticas (fermentadoras de carboidratos ndo estruturais) sdo mais
ativas em pH 5,8. Para que o pH mantenha-se constante, os ruminantes utilizam-se
da saliva (pH 8,1) como agente tamponante por sua grande quantidade produzida
(cerca de 60 a 180l/dia nos bovinos) e por conter bicarbonato, fosfato e potassio
(NUSSIO et al., 2011).

O pH ruminal pds-prandial, principalmente com o consumo de carboidratos
fermentaveis em dietas com alta quantidade de grdos, comum na pecudéria leiteira,
declina rapidamente devido a alta producdo de AGCC e acido latico. O acido latico &
mais potente em reduzir o pH ruminal do que qualquer outro AGCC, sendo que
esses possuem maior pKa (4,8 — 4,9) que o acido latico. Essa acumulagdo mantém
0 baixo pH, caracterizando um papel importante na acidose ruminal (pH 5,5 — 5,6)
pelo acido latico e consequentes disturbios metabdlicos envolvidos (NRC, 2001;
CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008).

Com essa reducdo de pH ruminal, as bactérias mais adaptadas a esse meio
mais &cido, como Proteobacteria, Megasphaera elsdenii, Streptococcus bovis,
Selenomonas ruminantium e Prevotella bryanti aumentam. Ao contrario, a
populacdo de Fibrobacter succinogenes, Ruminococcus albus e flavencis,
Butyrivibrio  fibriosolvens, importantes fermentadoras de fibras, diminuem
(FERNANDO et al., 2010).

A presenca de leveduras, vivas ou inativadas no liquido ruminal estimulou o
crescimento das bactérias S. ruminantium e M. elsdenii (NEWBOLD et al., 2015). M.
elsdenii e S. ruminantium s&o bactérias gram-negativas e anaerobicas que realizam
a fermentacgé&o de lactato, contribuindo para estabilizagdo do pH (DEHORITY, 2004).

Em alguns estudos, as CL e as LV nao alteraram o pH (DAWSON et al., 1990;
ERASMUS et al.,, 1992; HRISTOV et al., 2010; CHAUCHEYRAS-DURAND et al.,
2008; OPSI et al., 2012), mas mantiveram o pH sem grandes variagdes constantes
(BACH et al., 2007; ALLEN & YING, 2012) como demonstrado na figura 6, tendo
efeito similar ao do bicarbonato de sédio (MARDEN et al., 2008).
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Figura 6. Flutuacdo individual de pH ruminal durante 8 dias. NY - sem suplementacéo de LV;
YS com suplementacdo de LV. Os pontos indicam o comeco da alimentagdo. A linha pontilhada
indica a média do pH ruminal. Adaptado de BACH et al., 2007.

O uso das formas comerciais de leveduras em alguns dos estudos conseguiu
manter o pH ruminal mais estavél mesmo apds a refeicdo, reduzindo o risco de
acidose em vacas leiteiras. Na comparacédo entre LV e LI, o efeito de reducdo do
lactato ruminal seria perdido com o uso de leveduras inativadas (CHAUCHEYRAS-
DURAND et al.,, 2008), porém ndo confirmado em testes comparativos entre
leveduras vivas e cultura de leveduras (LYNCH & MARTIN, 2002).

3.4.2 Alteracdes na fermentacdo ruminal

3.4.2.1 Protedlise e concentracdo ruminal de amonia

A quantidade de nitrogénio amoniacal presente no rumen €& decorrente da
degradacédo de proteinas e da reciclagem de ureia - via saliva ou epitélio ruminal
(VAN SOEST, 1994). O excedente de amdnia é absorvido pelo epitélio ruminal e

levado ao figado para ser metabolizado a ureia e excretado.
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As bactérias fibroliticas usam a amonia como fonte principal de nitrogénio
para sintese de proteinas (DEHORITY, 2004) e com o aumento dessa populacao, o
efeito de reducédo da concentracdo de amoénia no rimen € esperado.

O uso de CL em estudo mostrou um decréscimo na concentracdo de amoénia
ruminal de 148,5mg L *para 103,1 mg L * pos refeicdo, além de maior producéo de
AGCC, sugerindo esse efeito de aumento populacional (ENJALBERT et al., 1999). A
CL aumentou o fluxo de aminoacidos, principalmente metionina, para o duodeno e a
sintese de proteina microbiana (ERASMUS et al., 1992).

Entretanto, em dois estudos in vivo com LV, esse efeito ndo foi demonstrado,
mantendo-se inalterados os niveis de am6nia ruminal (GUEDES et al., 2008).

Foi demonstrado em trabalho in vitro com LV e LV autoclavadas da espécie S.
boulardii, que n&o houve diferenca significativa na concentracdo de nitrogénio
amoniacal entre ambas, mas com aumento em relagédo ao controle (OEZTUERK et
al., 2005).

Em analise desses estudos, e com o efeito comprovado no aumento
populacional dos microorganismos ruminais, observa-se um efeito produzido por

ambos os produtos de leveduras (LV e CL).

3.4.2.2 Alteracéo na propor¢cao de AGCC e a relagéo acetato:propionato

A concentracdo relativa de AGCC variam para o acético em 54-74%,
propiénico 16-27% e butirico em 6 -15% de acordo com a dieta fornecida (COELHO
DA SILVA & LEAO, 1979).

O acetato é o principal AGCC produzido no riumen e circulante na corrente
sanguinea da vaca leiteira. O acetato € convertido em Acetil-CoA, utilizado também
pelo figado para a sintese de gordura. O propionato € captado pelo figado,
convertido a Succinil-CoA e depois a Oxaloacetato e, atraveés da gliconeogénese, &
convertido em glicose, mantendo os niveis sanguineos e fornecimento aos tecidos
(SANTOS & PEDROSO, 2011).
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E sugerido que o uso de leveduras possa alterar o perfil de AGCC produzido
no rumen, aumentando a producdo do propionato, reduzindo a relagéo
acetato:propionato, aumentando o potencial glicogénico da dieta (GUEDES et al.,
2008). Esse efeito poderia ser atribuido tanto ao aumento da producdo de acido
latico quanto ao seu consumo e/ou 0 aumento da degradacéo da fibra, ou ainda pela
expressao dos genes integrantes no metabolismo dos AGCC (WEATHERLY, et al,
2015).

Em estudo com LV ocorreu um aumento no acetato, propionato e butirato,
comparado a dieta controle, sendo que os picos de producdo desses AGCC
estavam a cerca de duas horas e quatro horas apos a alimentacdo a base de feno
(GUEDES et al., 2008). Mesmo efeito detectado com CL, onde houve o incremento
de 20% da concentracao total de AGCC apdés uma hora da refeicdo, diminuindo
também a relacdo acetato:propionato (ENJALBERT et al., 1999).

Com CL ocorreu um aumento na producéo de propionato (29,5 mM para 27,8
mM do controle) com incremento de glicose plasmatica de 55,4 mg/100mL para 58,0
mg/100mL (HRISTOV et al., 2010). Esse aumento de glicose plasmatica contribui
para aumento da lactose no leite e consequente aumento de produgéao.

Ambos os produtos, LV e LI produziram ou néo alteracbes nos perfis de
AGCC das vacas leiteiras, 0 que supfe diferenca entre cepas e/ou diferenca entre

as dietas fornecidas.

3.4.3 Aumento na producéo de leite

Um dos efeitos mais notaveis e constatados em pesquisas com 0 uso das
leveduras é o aumento na producdo de leite, encontrado em cerca de 90% dos
experimentos realizados tanto com LV como CL (ROBINSON, 2009). Além do
aumento na producao de leite, ha a tendéncia em aumento nas percentagens de

gordura e lactose.
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O aumento da producdo de leite se deve, a principio, nas mudancas do
ambiente ruminal, com maior digestibilidade da fibra e matéria organica e devido ao
aumento do CMS. Porém muitas dessas respostas em ingestdo ndo demonstraram
efeito estatistico.

Em uma meta-andlise do uso de CL, avaliando um total de 61 trabalhos -
entre artigos publicados, resumos e relatorios técnicos - os efeitos obtidos com
aumento da producdo de leite e seus componentes ficaram muito préximos com
outro resultado, também de meta-andlise com o uso de LV. Os resultados estdo

sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultado de meta-analise com uso de CL e LV na producéo de leite e
seus principais componentes em comparacao ao controle.

Item fxgézeggolgﬁle % Gordura - roduea0 de o by ieing Producdo de
P (k%/d) ’ Gordura (kg/d) Proteina (kg/d)
Loveduras’ 118 0,04 0,06 -0,03 0,03
Leveduras Vivas” 1,20 0,05 Na 0.0 0.0

1 — Adaptado de POPPY et al., 2011.
2 — Adaptado de DESNOYERS et al., 2009.
Na - ndo analisado.

No comparativo descrito na tabela, ndo houve pouca diferenca entre o
aumento da producédo de leite relativo ao controle com o uso de CL ou LV. A
justificativa para o aumento em producdo de leite é embasada na melhora do
ambiente ruminal estabilidade de pH, culminando com o aumento da digestdo de
fibora e aumento na ingestdo de matéria seca e o aumento na producdo de

propionato.
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3.4.4 Efeitos no consumo de matéria seca e aumento na digestibilidade

O periodo compreendido em 3 semanas pré-parto e 3 semanas poés-parto,
considerado periodo de transicao, é crucial para a saude da vaca e do saude do
bezerro e a producdo de leite. O controle da condicdo corporal, uma dieta
balanceada, sdo importantes desafios deste periodo. Neste fase, o consumo de
matéria seca (CMS) é reduzido, por acdo fisica do feto, e, apdés o parto, pelo
aumento de &cidos graxos ndo esterificados circulantes, entre outros efeitos.

O aumento da digestibilidade da fibra no ramen (CHAUCHERYAS-DURAND
et al., 2008) levaria a um aumento na digestdo de matéria organica em todo trato
digestivo (DESNOYERS et al., 2008).

A provavel hipotese para que haja incremento na digestibilidade e aumento de
CMS deve ser devido a fatores relacionados ao aumento das bactérias presentes no
rimen, o que melhoraria a digestibilidade.

Em uma meta-andlise realizada com CL e outra com LV, nota-se que ha uma
diferenca entre os dois produtos. O aumento de ingestédo com LV foi de cerca de 286
g/dia de CMS. Com a CL, ocorreu aumento do consumo durante a fase inicial de
lactacdo — cerca de 620 g/dia (pés-parto) e reduzindo consumo em 780 g/dia na fase
final de lactacdo (POPPY et al., 2012), como indicado na Tabela 6.

Tabela 6. Resultado de meta-andlise no CMS e digestibilidade de MS comparando
tratamentos de LV e CL com o controle.

Item Leveduras Vivas® Cultura de Leveduras®
Tratamentos
CMS, g/vaca/dia 286 620*
Digestibilidade, % MS 0,8 0,8

* Aumento de ingestdo em vacas com < 70 DL.
1 — Adaptado de DESNOYERS et al., 2009.
2 — Adaptado de POPPY et al., 2012.
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A meta-analise realizada por Desnoyers et al.(2009) fez uso de dados com
todos os ruminantes que produzem leite - bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos,
comparativamente com a meta-andlise de Poppy et al. (2012) que utilizou como
base de dados somente trabalhos com vacas leiteiras, considerando os dias em leite
(DEL).

O aumento de CMS na fase imediata do pds-parto € desejavel, pois a
demanda nutricional é mais alta. Essa menor ingestdo e a grande demanda
energética por conta da producdo de leite, caracteriza um quadro de balanco
energético negativo (BEN), que pode levar a distarbios metabdlicos no pos-parto. Ja
a reducdo em consumo no fim da lactacdo representa uma economia e maior

eficiéncia produtiva.

3.4.5 Reducédo na concentracdo de O, ho rumen

A maioria dos microorganismos ruminai é sensivel ao O, por ndo possuirem
enzimas capazes de detoxificar formas reativas (peréxidos e superoxidos anions) do
oxigénio em outros compostos, sendo por isso considerados estritamente
anaerobicos (RUSSEL, 2002).

Um grupo de bactérias que se encontra associado a parede ruminal
desempenha papel importante na retirada do oxigénio dissolvido, assim como outras
espécies presentes na fase liquida, como protozoarios ciliados (ELLIS et al., 1989),

como demonstrado em Tabela 7.

Tabela 7. Contribuicdo do consumo ruminal de O, pelas bactérias e protozoarios no

ramen.
. , Atividade Respiratéria Quantidade de microorganismos
Populacdo Ruminal ) .
(MM Oz/min/mL) presentes no rumem
Protozoarios 3,24 10° /mL
Bactérias 3,43 10"/mL

Adaptado de ELLIS et al., 1989; LEAN et al., 2014.
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As leveduras que ficam associadas a fracdo sélida do ramen podem consumir
o O ruminal, estimulando o crescimento das bactérias anaerobicas (JOUANNY,
1991). Efeito demonstrado in vitro analisou os teores de O, no fluido ruminal de
ovelhas com a adicdo de algumas cepas de LV. O consumo de O, dissolvido
aumentou com LV (164 nmol/min/mL com LV x 102 nmol/min/mL). O nimero de
bactérias viaveis no liquido ruminal foi de 4,3 x 108/mL (NEWBOLD et al., 1996).

Com um ajuste de unidades, o valor consumido de O, pelas LV é menor se
comparado ao encontrado por ELLIS et al. (1989), com 0s protozoarios (164
nmol/min/mL x 3240 nmol/min/mL).

O efeito de consumo de O, seria obtido somente por LV. Considerando o
aumento da populagcdo ruminal e consequente aumento do consumo de O,, este
efeito poderia ser indiretamente provocado pelas leveduras (SANTOS & GRECO,
2012), o que poderia ser obtido por LV ou LI.

3.4.6 Concentracdo de CH4 e producao de gases

Os principais gases resultantes da fermentacdo ruminal sdo o dioxido de
carbono (CO,) - 65% da producao total, o metano (CH4) e em menor quantidade o
hidrogénio (Hy).

O CH, é produzido pelo grupo das bactérias Archaea (metanogénicas) por trés
vias bioquimicas, utilizando compostos derivados da fermentagdo bacteriana
(RUSSEL, 2002).

Na via mais comum (via hidrogenotrofica), as metanogénicas oxidam o H; e
utilizam formato, reduzindo-o a CO, como aceptor de elétrons, para reduzi-lo a CH,4
(RUSSSEL, 2002). A segunda forma (via metilotrofica) € utilizando compostos
metilicos, como metanol, para formar o metano. E por fim, utilizando o acetato com a
liberacdo final de metano e CO, (via acetoclastica) (ATTWOOD & McSWEENEY,
2008). A via hidrogenotrofica ocorre de acordo com a disponibilidade de H

produzida por outras bactérias e pelos protozoarios ruminais (SEJRSEN et al.,
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2008), o que sugere uma interacdo entre as metanogénicas e 0S protozoarios.
Detalhes das trés vias de produgéo de CH,4 estdo contidos na Figura 7.
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Figura 7. Vias de producao de metano. Em vermelho a via acetoclastica, em azul via hidrogenotréfica
e em verde a via metilotréfica. Adaptado de GUO et al., 2015.

Outra via de escape de H, é a homoacetogénese. Essa via utiliza o H, para
producdo de acetato em detrimento do CH; e é produzida pelas bactérias
acetogénicas.

As LI sdo tao eficientes quanto as LV em estimular a via hidrogenotrépica das
bactérias acetogénicas e promover o0 seu crescimento reduzindo a perda de energia
pelo CH, (CHAUCHEYRAS et al., 1995).

Em outro estudo, medi¢cdes de producdo de metano in vitro com liquido
ruminal de ovinos comparando LV e LI, com dieta de alta forragem, houve aumento
na producao de CH, com leveduras, sendo mais significativo com leveduras vivas
(OPSI et al., 2012), sugerindo um aumento na producédo de acetato e consequente
aumento na producao de CHy.

Em estudo feito com CL em vacas de alta produgcdo, o CH; emitido por
eructacao nao teve diferenca ao controle, mas o emitido pelo esterco foi reduzido
(HRISTOV et al., 2010).
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Diante do exposto e da variabilidade dos resultados, essas diferencas podem
estar relacionadas com as cepas das LV. Mais estudos na area precisam ser
realizados para investigar as possiveis cepas que atuem no grupo de acetogénicas
para reduzir a produgéo de CHa.

3.4.7 Alteracdbes na populacdo e cofatores de crescimento para o0s

microorganismos ruminais

3.4.7.1 Nucleotideos

Cerca de 10-25% do total de nitrogénio contabilizado em bactérias ruminais
sdo acidos nucleicos (DNA e RNA) e desses 70-80% sdo RNA. A sintese desses
acidos nucleicos pelos microorganismo ruminais é feita com o suplemento de
nitrogénio nao proteico (NNP) da dieta, de peptideos, aminodcidos livres e
nucleotideos (FUJIHARA & SHEM, 2011). As leveduras séo utilizadas como fonte de
nucleotideos em produtos comerciais para nutricdo animal.

Os nucleotideos consistem de uma base nitrogenada que pode ser uma
purina (adenina e guanina) ou pirimidina (citosina, timina e uridina), ligada a um
acucar pentose (ribose ou desoxirribose) e a um ou mais grupos fosfato, conforme

detalhado em Figura 8.

NUCLEOTIDEO

Grupo Fosfato

Ribose ou
Desoxirribose

Figura 8. Composicao basica de um nucleotideo.
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Os nucleotideos participam de uma série de processos bioquimicos, sendo
essenciais ao metabolismo celular, como os &cidos nucléicos, ativando vias
biosintéticas, transportando energia quimica (ATP), componente co-enzimatico
(NAD, FAD e Acetil- CoA) e um regulador biolégico (AMP-ciclico). Em diferentes
situacdes, como fases de crescimento, enfermidades, desafios vacinais, injarias
hepaticas e intestinais, entre outros, os nucleotideos exdgenos contribuem para a
producdo de leucdcitos, sugerindo também uma atividade aumentada das células
natural killer e fagociticas, producdo de interleucina-2, proliferacdo linfocitica, etc
(COSGROVE, 1998).

Nucleotideos purificados obtidos a partir do EX S. Cerevisiae foram testados
como aditivo em bezerros leiteiros com melhora da fungdo e na morfologia intestinal
(maior altura de vilosidades) com mesmo resultado em leitbes recém-desmamados
em comparativo com antimicrobiano (KEHOE et al., 2008; ANDRADE et al., 2011).

Em publicacdo recente, um grupo de pesquisadores avaliou a resposta
imunoldgica e as taxas de reproducao em vacas leiteiras. As taxas de pré-vacinagao
versus pés-vacinacdo de Imunoglobulina G (IgG) tenderam a ser maiores quando
comparados ao controle. Ocorreu também aumento na Imunoglobulina A (IgA) no
muco vaginal comparado ao controle (RODRIGUEZ-PRADO et al., 2015).

Esses estudos sugerem um beneficio intestinal, reprodutivo e imunolégico.
Porém efeitos na nutricdo ruminal precisam de melhor investigacdo de forma a

avaliar as LV e LlI.

3.4.7.2 Malato e outros acidos organicos

Uma das teorias para aumento das bactérias ruminais providas pelas
leveduras seria o fornecimento de cofatores para crescimento como 0s acidos
organicos.

Algumas bactérias estritamente anaerdbicas utilizam uma via reversa do ciclo
do acido citrico para a producdo de succinato e/ou propionato, obtendo energia,
conforme demonstrado em Figura 9. Malato e fumarato, 2 acidos dicarboxilicos, sao
intermediarios chave dessa via (KHAMPA et al., 2009).
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Figura 9. Esquema da producéo de propionato por via alternativa. Fonte: http://slide.share.net.

A suplementacdo de malato pela dieta tem mostrado ser eficiente em reter o
nitrogénio amoniacal no rimen, aumentar a digestibilidade da fibra in vitro (74,4
controle e 76,6% com 200 mg malato) (KUNG et al., 1982) e aumento da producao
de géas total (68,1 controle e 77,8 mmol/dia com malato) (CARRO et al., 2009).
Esses efeitos sugerem um aumento na populacado total de bactérias ou um aumento
da sua atividade metabdlica e o consumo de lactato (CARRO et al., 1999).

O malato é um acido organico encontrado nas leveduras, sendo que a
autolise pode favorecer sua biodisponibilidade para o ambiente ruminal,
beneficiando as bactérias utilizadoras de lactato como S. ruminantium, mesmo em
dietas contendo 70% de carboidrato (NEWBOLD et al., 1996).

Em teste utilizando suplemento de acido malico e LV, ficou constatado que
houve crescimento populacional microbiano com a suplementagdo de LV e néo
houve diferenca em relacdo do controle ao acido malico em ovelhas (NEWBOLD et
al., 1996).
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Sendo as leveduras fonte de acido malico, espera-se que o incremento no
namero de bactérias e um aumento na producdo de propionato e consequente
aumento da sintese de glicose. Esse aumento dos niveis plasméticos proporciona
aumento a producao de leite. Como esses efeitos foram obtidos concomitantemente
por LV e LI (CL) em alguns estudos (HRISTOV et al., 2010; DEHGHAN-BANADAKY
et al., 2013; SALVATI et al., 2015), estima-se que ambos possam fornecer acido

malico e/ou fumarico para os microorganismos ruminais.

3.4.7.3 Vitaminas do complexo B

Em se tratando das exigéncias de vacas leiteiras, a predicdo de vitaminas do
complexo B produzidas pelos microorganismos ruminais € dificil de ser analisada
(RAGALLER et al., 2010), porém esta producdo foi considerada suficiente para
suprir os requerimentos (NRC, 2001), sendo alterada conforme novos estudos foram
publicados.

As vitaminas do complexo B sdo requeridas pela maioria dos
microorganismos ruminais para seu desenvolvimento e, em muitos casos, a vitamina
atuaria como fator estimulante de crescimento (ZEOULA & GERON, 2011).

As exigéncias sao diferentes entre as espécies, e nem todos o0s
microorganismos sintetizam as vitaminas do complexo B. A seguir, estao listados na

Tabela 8 as exigéncias (ndo quantificadas) de algumas bactérias ruminais:
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Tabela 8. Exigéncia de vitaminas do complexo B de algumas bactérias ruminais.

Organismo Biotina Fc')pl\i.co PABA Bs Bs B, B, B, B,
F. succinogenes + - + - - - - - -
Rb. Amylophilus + - - - - - - - -
R. flavefaciens + + + + - + + - +
R. albus + - + + - - - - -
Bu. Fibrisolvens + + - + - - - - -
S. bovis + - + - + + - + -
Sel. ruminantium + - + - - - - - -
Su. dextrinosolvens - - + - - - - - -
M. elsendii + - - + + - - - -
P. ruminicola + - + - - - - - -

PABA: &cido paraminobenzdico; Be: Piridoxina ; Bs: Acido Pantoténico; B,: Tiamina; B,: Riboflavina;
Bs: Niacina; B,,: Cobalamina.
Adaptado de HUNGATE, 1966; DEHORITY, 2004.

A principal vitamina do complexo B em exigéncias das bactérias que
degradam fibras — F. succinogenes, R. flavefaciens e R. albus - seria a biotina
(ZEOULA & GERON, 2011), como demonstrado na Tabela 9. A biotina atua como
cofator enzimatico e esta envolvida na gluconeogénese, no metabolismo do
propionato, na sintese de acidos graxos e na deaminacdo de aminoacidos. Outras
vitaminas do complexo B essenciais ou estimulatérias para o crescimento das
bactérias ruminais sdo acido paraminobenzdico (PABA), piridoxina, acido fdlico,
riboflavina e tiamina (DEHORITY, 2004).

Comparando as necessidades dos microorganismos com analise laboratorial
de LI oriunda da industria de cervejaria (Tabela 9), a composicdo de vitaminas do
complexo B das leveduras atenderia de forma qualitativa quase todas as exigéncias
citadas na Tabela 8. Apesar do estudo nao trazer quantificado outras vitaminas do
complexo B fora o indicado, a andlise de vitaminas nas leveduras € escasso na
literatura cientifica (PINTO et al., 2011).
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Tabela 9. Perfil vitaminico de levedura oriunda de cervejaria.

Vitaminas Quantidade (mg/100g)
Vitamina B; (Tiamina) 0,47
Vitamina B, (Riboflavina) 1,38
Vitamina B3 (Niacina) 26,54
Vitamina Bg (Piridoxina) 13,60
Vitamina B, (Acido Félico) 3,74
Vitamina B, (Cobalamina) 75,8

Adaptado de Pinto et al., 2013.

Um recente estudo realizado com suplementacdo de LV analisou a
concentracdo plasmatica de niacina, que aumentou 0,09 pg/mL em relacdo ao
controle (SALVATI et al., 2015). A niacina participa como coenzima do NAD (H) e
NADP (H), carreadores de elétrons, sendo essenciais na respiragdo mitocondrial e
no metabolismo de carboidratos, lipideos e acidos graxos (NRC, 2001). Com base
nesse estudo preliminar, pode-se concluir que as LV estimularam a sintese de
niacina no rimen (SALVATI et al., 2015).

Poucos estudos foram realizados com relacdo a suplementacéo de leveduras
e 0 aporte de vitaminas do complexo B fornecidas aos animais. Mas, considerando o
aumento da populacdo ruminal e a necessidade das vitaminas do complexo B no
metabolismo dos microorganismos, supde-se que as LV e LI sejam fornecedoras
desses cofatores, servindo como estimulo e/ou limite de crescimento microbiano

ruminal.

3.4.8 Reducdao do estresse caloérico

As perdas estimadas pela industria pecuaria leiteira nos EUA por estresse
calérico chegam a US$ 900 milhdes anuais (St-PIERRE, et al., 2003). O estresse

caldrico afeta negativamente as vacas leiteiras por estarem acima da zona de
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conforto (termoneutra), que para vacas leiteiras da raca Holandesa, ficam em torno
de 10 - 18°C. Um indicativo utilizado para medi¢cdo de conforto térmico em vacas
leiteiras s@o os indices de temperatura e umidade (ITU) como indicados em Tabela
10.

Tabela 10. indices de Temperatura e Umidade e efeitos de estresse térmico.

ITU=0,8Ta+ UR (Ta—14,3)* + 43,6 Efeito no animal
<70 Pouco desconforto
71-73 Desconforto
74 -78 Alerta
79 -83 Perigo
<83 Estresse severo

*Ta: Temperatura do bulbo seco (°C); UR: Umidade relativa do ar (%)
Fonte: FERREIRA et al., 2006.

As condicdes de estresse caldrico, com ITU acima de 68 pontos atualmente,
podem influenciar negativamente a producao de leite, o crescimento e a reproducao
e aumentando o risco de laminite e consequente abate dos animais leiteiros (De
VRIES, 2014).

O estresse calérico provoca queda no tempo de ruminacdo e reducdo da
motilidade reticular, reduzindo também a taxa de passagem (SILANIKOVE, 1992) e
maior frequéncia respiratéria para reducdo do calor. Com essa hiperventilagéo,
pode ocorrer alcalose respiratdria por menor pressao de CO; interna, aumentando o
consumo de bicarbonato pelos rins, afetando a producédo de saliva. A reducdo na
producdo de saliva, juntamente com o maior fluxo sanguineo periférico, contribuem

para menor absor¢do de nutrientes e acimulo de AGCC ruminal, causando reducdo
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no pH, provocando também caréncia de algumas vitaminas. Em vacas com estresse
calorico, o nivel de niacina plasmatica € reduzido, sugerindo a suplementacao
(SALVATI et al., 2015).

O mecanismo bioldgico envolvido na resposta ao estresse térmico ndo é
explicado somente pela reducdo de consumo, mas também pela alteracdo enddécrina
- maior resisténcia a insulina, reducdo da ruminacdo e absorcdo de nutrientes e
aumento da energia de mantenca. (NRC, 2001; BAUMGARD et al., 2009). O
aumento da energia de mantenca se da pelo mecanismo de regulacdo térmica
corporal. Mais glicose estéa circulante pela resisténcia a insulina, induzindo seu gasto
pelos tecidos periféricos (WHEELOCK et al.,, 2010), reduzindo a lipélise. Dessa
forma, ocorre uma diminuicdo do aporte de glicose para a sintese de lactose da
glandula mamaria, diminuindo a producéo de leite (SALVATI et al., 2015).

Um efeito positivo foi verificado em vacas em lactacdo durante os meses de
verdo (estresse calérico) com suplemento de CL em ITU médio de 72. Houve um
aumento de 1,2 kg leite/dia, 0,03 kg/dia de proteina e 0,05 kg/dia de lactose do que
as vacas no controle (BRUNO et al. (a), 2009), como demonstrado no grafico da
Figura 10. Efeito também registrado com uso de LV, com aumento de 1,3 kg
leite/dia, e 0,14 kg/dia nos solidos totais, especialmente lactose (SALVATI et al.,
2015).
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Figura 10. Efeitos do fornecimento de YC (Cultura de levedura) na producéo de leite em dias

pos-parto durante o estresse calorico. Médias: Controle = 42,2 kg/dia; CL = 43,4 kg/dia, medidos
durante 120 dias pés-parto. Adaptado de Bruno, et al. (a), 2009.
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O efeito de aumento da glicose foi observado com ambos os produtos: CL,
com aumento de 2,6 mg/dL (P=0,14) por Hristov et al. (2010) e com LV 10,1 mg/dL
(P<0,05) Dehghan-Banadaky et al. (2013) e 5,6 mg/dL (P<0,09) por Salvati et al.,
2015 para vacas em estresse calorico.

Analisando os dados obtidos em estresse caldrico, os efeitos sdo positivos
para manter e/ou aumentar a producédo de leite com CL e LV, auxiliando no conforto

térmico do animal e no funcionamento ruminal.

3.4.9 Aporte ao Sistema Imunoldgico

Em humanos, os efeitos das leveduras ja sdo bem conhecidos, em especial
os das glucanas e dos mananoligossacarideos, encontrados na PC. Esses
carboidratos geram resposta do sistema imunoldgico inato e corroboram para a
secrecdo de citocinas, sendo este efeito comprovado também em estudos com
ruminantes jovens (NOCEK et al., 2011).

O sistema imunoldgico possui duas respostas distintas: a do sistema inato (nédo
especifica) e a do sistema adaptativo. O sistema inato € composto pelos
macrofagos, neutréfilos, células NK (natural killers) e pelas citocinas,
glicocorticoides, interferons, interleucinas, fatores necrosantes tumorais que Sao
sinalizadores bioquimicos da resposta inflamatéria. As citocinas atuam como sinais
quimicos nos processos de diferenciacdo, proliferagdo e apoptose celulares,
contribuindo para a manutencdo da homeostase no organismo (FUKUDA et al.,
2009). O sistema adaptativo (especifico) conta com os linfocitos B e T, com o0s
linfécitos B produzindo os anticorpos, que incluem cinco classes: IgG, IgA, IgM, IgD
e IgE.

Um bom exemplo de comprometimento do sistema imunolégico de vacas
leiteiras ocorre no chamado periodo de transicdo. Nesse periodo a concentracao de
linfécitos e neutréfilos no plasma diminui, assim como outros componentes do
sistema imunoldgico, devido a acdo de estrogénio e de glicocorticéides que estado
aumentados proximo a data do parto (GOFF, 2006).
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Em trabalho realizado analisando dose-resposta de CL (0 g, 56 g e 112 Q)
comprovou que a dosagem maior nao diferiu da menor (56 g) e ndo provocou
alteracdes na dosagem sérica de IgG, IgM e IgA, (ZAWORSKI et al., 2014) como
obtido em humanos com CL in vitro por Jensen et al. (2007). Os graficos com o0s

dados das imunoglobulinas estéo contidos na Figura 11.
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Figura 11. Efeitos de varias dosagens de produtos da fermentacéo de Saccharomyces cerevisiae

(SCFP): 0 G (controle), 56g e 112g de SCFP/dia em vacas em transi¢do (n= numero de animais) e a
concentracdo de (A) 1gG, (B), IgM e (C) IgA. Adaptado de ZAWORSKI et al., 2014.
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O uso de CL ou CL + CL hidrolisada enzimaticamente em vacas secas
produziu efeitos imunoestimulantes, onde ocorreu um decréscimo na contagem de
células somaticas, principalmente nas semanas 8 a 14 poés-parto, de 303.000
cel/mL para 17.700 cel/mL do controle para o grupo com CL + CL hidrolisada
enzimaticamente, como indicado em grafico na Figura 11 (NOCEK et al. 2011).
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Figura 12. Gréfico com resultado de contagem de células sométicas por semana. (Control) = Dieta
base controle, (YC) Dieta base com CL; (EHY+YC) Dieta base com CL + CL enzimaticamente
hidrolisada). Adaptado de NOCEK et al., 2011.

Nos efeitos obtidos com a suplementacdo diaria LV ou LI para vacas em
periodo de transicdo ocorreu um suporte para a adaptacao fisiolégica pés-parto, com
0 aumento de producéo de leite e menor contagem de células sométicas (OLIVEIRA,
2010; ZAWORSKI, 2014).

Outra situacdo bem complexa ocorre nas primeiras semanas de vida das
bezerras. Ambiente contaminado, infecgcbes com parasitos intestinais, intoxicagao
por coliformes provocam diarréias e podem causar a morte.

A quitosana, também presente na PC, foi testada em jovens cabritos como
prevencado a diarreia, conseguindo reduzir a mortalidade em 36% (ADJOU et al.,
2015).
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Houve melhoria da funcdo dos neutrofilos com o suplemento de CL em
bezerras quando inoculadas com Escherichia coli; promoveu a saude com a redugéo
das diarréias e da mortalidade (MAGALHAES et al., 2008; JENSEN et al., 2008).

O uso de LV pode trazer beneficios ao intestino pois 17 a 34% das células de
leveduras permanecem vivas em todo trato digestivo, e seu efeito poderia ser
estendido no pés-rimen (DURAND-CHAUCHEYRAS et al., 1998).

Diante do exposto, pode-se verificar beneficios tanto com CL ou LV, pois parte
da literatura constatou os efeitos benéficos na PC, item presente em LV e CL, exceto

no EX, ndo analisado quanto ao seu efeito imunoestimulante.

3.4.10 Uso de S. cerevisiae em racdes peletizadas

Em dietas peletizadas a viabilidade das LV pode ser comprometida sem a
garantia de células vivas apos o processo de peletizacdo. O vapor, a temperatura de
80 - 82°C é utilizado para eliminacdo de possiveis microorganismos patogénicos
presentes e pode danificar o metabolismo da LV.

Como exemplo da acdo da temperatura no metabolismo de leveduras, um
estudo com LI oriunda de cervejaria analisou o efeito de varias temperaturas a 45,
50, 55 e 60°C durante o processo de autélise e o rendimento proteico ap0s esse
processo. Em temperatura acima de 55 - 60°C a proteina contida na levedura foi
reduzida em torno de 26 - 30% (TANGULER & ERTEN, 2008), como mostrado em
grafico na Figura 13.

45°C - 50°C 55°C - 60°C
90
80 1

70 1 o >

/

50 5

04 /
30 / .
V

Protein yield (%)

20 1/
w0 4

0 8 16 24 32 40 48 S5 854 72 ®O

Incubaton tme (h)

Figura 13. A influéncia da temperatura no rendimento proteico durante a autélise de levedura de
cervejaria. Adaptado de TANGULER & ERTEN, 2008.
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Esse resultado sugere que em temperaturas mais altas, ocorreria a
inviabilidade do conteudo proteico das LI e maior perda.

Para o processamento de ra¢fes, como peletizacdo, ndo ha a garantia de um
minimo viavél de células vivas e com as LI também podera ocorrer a desnaturacéo
proteica.

Em vias de resolver esse impasse, empresas fabricantes de LV
desenvolveram versdes protegidas (LV microencapsuladas) que garantiam um
minimo de LV apdés acédo do calor, em temperaturas de até 85°C.

3.4.11 Anélise de custo-beneficio das LV e LI

Considerando o custo-beneficio das LV e LI, os produtos disponiveis no
mercado variam o custo entre R$ 4,50 a R$ 16,50 (cotados em junho de 2015). O
que diferencia € a quantidade indicativa de uso. Calculando as doses diaria
recomendadas e o custo de cada produto, temos para as LV — 10 g/dia R$ 0,082;
para CL — 14 g/dia a R$ 0,063 e para LV protegida — 5 g/dia R$ 0,083.

Os produtos geram respostas muito parecidas, como o retorno na producao

de leite, diferindo, segundo os estudos, no CMS.

Tabela 11. Resumo dos custos de alguns produtos comerciais de leveduras.

. Dosagem . . .
Produto Comercial (g/dia/animal) Custo (R$/kg produto)  Custo final (R$/animal/dia)
Levedura Viva 10 8,20 0,082
Cultura de Leveduras 14 4,50 0,063

Levedura Viva Protegida 5 16,50 0,085
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4. CONCLUSAO

As leveduras sendo utilizadas tanto como prebioticos ou probiéticos possuem
efeitos muito semelhantes quanto ao incremento da populagéo ruminal e a resposta
guanto ao aumento da producédo de leite. As diferencas encontradas nas respostas
devem ser relacionadas com o tipo de cepa utilizada, no caso das LV e/ou o meio de
cultura em que foram desenvolvidas.

As leveduras poderiam atuar de forma positiva em periodo de estresse
imunologico e ambiental, contribuindo para o melhor ambiente ruminal e tolerancia
do animal frente a desafios imunoldgicos nos diferentes estagios fisiologicos.

Outro item que pode ter grande influéncia na resposta é com relacao a dieta.
Em dietas com maior proporcdo de fibras, o uso de leveduras tendeu a aumentar a
digestibilidade da fibra, porém, em dietas com maior inclusdo de concentrado, o pH
manteve-se mais estavel.

Tendo em vista o0 estudo realizado, pode-se concluir que os aditivos
apresentados, possuindo custos relativamente proximos, devem ser adotados como
medida de manejo seguindo as orientacdes de técnico da area de nutricdo, onde
devera ser avaliada a real necessidade do rebanho de acordo com as condi¢des de

manejos adotadas na propriedade leiteira.
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5. RELATORIO DE ESTAGIO

5.1 Plano de Estagio

O estagio curricular foi realizado no periodo de 23/02/2015 a 12/06/2015 na
empresa GRASP Industria e Comércio Ltda, no Departamento de Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D), subdivisdo de Ruminantes, com o objetivo principal de
participar da rotina de profissionais da area de Nutricado Animal.

As atividades realizadas no decorrer do periodo foram:

e Revisdo bibliogréfica relacionada com cofatores nutricionais que limitam a
sintese de proteina microbiana no rimen de vacas leiteiras de alta producéo
(minerais, vitaminas, acidos graxos de cadeia ramificada, peptideos, etc.);

¢ Revisao bibliogréfica sobre substancias aromatizantes e palatabilizantes que
estabilizem ou aumentem o consumo de vacas leiteiras;

e Revisdo bibliogréfica relacionada a aditivos que possam promover melhor
resposta do sistema imune humoral;

e Visitas técnicas em propriedades leiteiras;

e Acompanhamento do processo fabril na producao de aditivos da empresa.

Além destas ja citadas, foram realizadas outras atividades inerentes ao
departamento de P&D, como: avaliagOes laboratoriais, desenvolvimento de novas
formulag@es, analise de propostas de projetos de pesquisa internacionais, discussao
com pesquisadores dos EUA, apresentacoes de projetos de pesquisa e

participacOes em feiras e eventos.

5.2 Empresa do Estagio
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5.2.1 Historico

A empresa iniciou suas atividades em 2001, na cidade de Curitiba, e com foco
em pesquisa e desenvolvimento hoje possui uma ampla linha de solu¢cbes para os
atuais desafios da producéo animal.

A GRASP é uma empresa em constante evolucdo, que domina e controla
seus processos fabris, desde a obtencdo das matérias-primas até a qualidade do
produto acabado.

Com o objetivo de unir experiéncias e expandir seus negdécios, em 2011 a

GRASP formou uma parceria estratégica com a EW|Nutrition, empresa filiada a EW

Group, holding alema atuante no setor de agronegocios.

Figura 14. Fachada do escritério — setor Figura 15. Fachada do parque fabril da GRASP —
administrativo da GRASP - Mossungué - Campo do Santana — Curitiba/PR
Curitiba/PR.

Fonte: Imagens gentilmente cedidas pela GRASP.
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5.2.2 Missao

Promover saude, bem-estar, produtividade, seguranca e sustentabilidade na

producdo de insumos para nutricdo animal.

5.2.3 Viséao

» Economia de insumos para uma producdo mais sustentavel,

* Aumento de rentabilidade ao cliente;

* Reducéo do uso de antibiéticos promotores de crescimento;

* Menor utilizacdo de substancias perigosas (formaldeido, compostos clorados, etc);
* Reducéo da emisséo de CO, da cadeia alimentar;

» Assegurar a saude e o bem-estar animal.

5.2.4 Produtos

Os produtos GRASP sao desenvolvidos com foco em biotecnologia e
tecnologias limpas, através de matérias-primas de fontes naturais, com propriedades
curativas e preventivas, para serem utilizados via racdo, agua de bebida ou prontos
para uso. As linhas de pesquisa de produtos da GRASP sao desenvolvidas para
todas as espécies animais: aves, suinos, bovinos de corte, bovinos leiteiros, animais

de companhia, equinos e peixes.

* Linha Activo: Composta por 6leos essenciais microencapsulados e liquidos;
(Activo, Activo Select, Activo Calf, Activo Premium, Activo Mix, Activo Liquid, Saluto
e Vitale)
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Linha Mastersorb: Blends para neutralizacao de toxinas;

(Mastersorb, Mastersorb FM, Mastersorb Gold e Mastersorb Premium)
* Prote-N: Ureia protegida de liberacao controlada;

* Bgmos, Levulys 40 e Levuleg 80: Leveduras e seus derivados;

* Linha Globigen: Ovos ricos em imunoglobulinas IgY;

(Globigen Pig Doser, Globigen Jump Start, Globigen IC e Globigen PG)

» Calz-0-Phos e LaktaStart: Repositores vitaminico-minerais de uso oral.

5.2.5 Organograma

A empresa possui um centro de competéncias formado por especialistas,
mestres e doutores que atuam interagindo na construcdo de conhecimento e novas
solucdes requeridas pelo mercado. Com isso, viabiliza conhecimento cientifico em

forma de produtos.

5.2.6 Mercado de atuacgéo

&w nutrition

ew nutrition

(9 GRASPW ew nutrition
(© GRASP'
{2 GRASP
& arsp nutriti
(% GRASP'
Figura 16. Mapa de atuacéo da GRASP no Brasil Figura 17. Mapa de atuacdo da GRASP no
e alguns paises da América Latina Mercado Internacional

Fonte: Figuras gentilmente cedidas pela GRASP.
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A GRASP realiza distribuicdo, representacdo e venda direta nos grandes
grupos nacionais como também no Bolivia, Paraguai e Uruguai. Sdo onze pessoas
atuando diretamente na equipe comercial e mais de 60, indiretamente. A GRASP
iniciou as exportagcbes em 2008, e a prospeccdo deste mercado internacional é

conduzida pela EW Nutrition.

5.2.7 Controle de Qualidade e CertificacOes

A GRASP tem como base os principios das Boas Praticas de Fabricacdo
(BPF) e da Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), ferramentas
gue sao fundamentais para consolidar seu Sistema de Gestdo da Qualidade.

A importante certificacdo europeia GMP+, na categoria B1, comprova que as
matérias-primas e, consequentemente, os produtos sdo monitorados para a
presenca de metais pesados, dioxinas, furanos, entre outros contaminantes.

Na udltima auditoria realizada pelo MAPA — Ministério da Agricultura Pecuéria
e Abastecimento — a GRASP recebeu pontuacédo de 98,9%, o que os habilita a atuar
como empresa exportadora com livre comércio na Unido Europeia.

Para fomentar a parceria publico-privada e a fim de viabilizar avaliacdes
especificas para seus produtos, a empresa construiu, em parceria, um laboratério na
Universidade Federal do Parand (UFPR-LABMOR), com o intuito de desenvolver

pesquisas para desenvolvimento da avicultura.

Figura 19. Logotipo da certificacdo de
qualidade internacional GMP+.

Figura 18. Centro de Estudos da

Resposta Imunoldgica em Aves / E - Fi i did
LABMOR — UFPR. onte: Figuras gentiimente cedidas

pela GRASP.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Durante o periodo passado na universidade, pouca pratica é realizada e
somos testados somente em relagdo ao conteldo e ndo com a vivéncia do campo,
da inddstria e dos centros de pesquisa.

O estagio curricular obrigatério proporciona essa experiéncia pratica,
através do contato com profissionais atuantes na area, com produtores,
possibilitando que coloquemos em pratica o que nos foi apresentado durante o
curso, sendo essencial para o desenvolvimento profissional do aluno de graduacgao
e sua evolugédo como futuro zootecnista.

O estagio obrigatorio realizado na empresa GRASP estimulou a busca mais
profunda do conhecimento cientifico e o desejo de seguir na linha de pesquisa e
desenvolvimento de produtos e inovacfes para a fascinante area de nutricdo de

ruminantes.
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y 73 bAL 0 L
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ANEXOS

Anexo 5. Ficha de Frequéncia de Estaglo

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
COORDENACAO DO CURSO DE ZOOTECNIA
CAMPUS I AGRARIAS SCA-SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
CEP: 80035-050 — CURITIBA-PR
TELEFONE: (041) 3350-5769

E-MAIL: curs: ecnia

FICHA DE FREQUENCIA DE ESTAGIO

DIA

MES

RUBRICA

o]

ANO | ENTRADA | SAIDA RUBRICA ENTRADA | SAIDA

2015 | A 00 | 1§ OO 2

2015 | 42 OO /% :QO

o2

2015 | ¢ QO [(§ &_))

2005 | 4200 | /

2015 | 1.2:00 | 40D

1O

2015 12 :00 [I& :X)
2015 | 100 | 1K

2

i

[
2015 | 40 :O0 [ 8 :Q)

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

2015

u&u«hx?
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ANEXOS

Anexo 6. Ficha de Avaliac&do do Estagiario.

SERVIGO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
COORDENACAO DO CURSO DE ZOOTECNIA
CAMPUS I AGRARIAS SCA-SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
CEP: 80035-050 - CURITIBA-PR
TELEFONE: (041) 3350-5769
E-MAIL: cursozootecnia@ufpr.br

FICHA DE AVALIACAO DE ESTAGIARIO

5.1 ASPECTOS TECNICOS

Atribuir Pontuacdo de 01 a 10

5.1.1 - Qualidade do trabalho (20)
5.1.2 Conhecimento Indispensavel | Tedricas ({o)
ao Cumprimento das Tarefas Praticas (40)
5.1.3 Cumprimento das Tarefas (Lo)
5.1.4 Nivel de Assimilacdo (40)

5.2 ASPECTOS HUMANOS E PROFISSIONAIS

Atribuir Pontuagao de 01 a 10

5.2.1 Interesse no trabalho (10)
5.2.2 Relacionamento Frente aos Superiores (40)
Frente aos Subordinados | ({0)

7,

5.2.3 Comportamento Etico (1o)
5.2.4 Disciplina ({0)
5.2.5 Merecimento de Confianca (40)
'5.2.6 Senso de Responsabilidade (Lo)
5.2.7 Organizagao =)

[04 613 547/0001 13]

GRASP INDUSTRIA E CO/ERCIO LTDA.

Rua Angela Gabardo Parclin, 901

Campo de Santana
81945-020 Curitiba (PR)
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