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An outbreak of ethanol poisoning that affected a dairy cattle herd fed with the brewery
by-product known as malt bagasse, wet brewery residue, malted barley waste or “barley”.
The outbreak began about 24 hours after a new product of the by-product was offered to cattle
that had an alcoholic odor. Chromatographic and microbiological analysis of this by-product
sample confirmed the presence of ethanol and Saccharomyces spp., respectively, indicating
the addition of another by-product brewery, brewer’s yeast or yeast. The main clinical signs
observed were diarrhea, salivation, staggering gait and decubitus. Morbidity was 12.2% (5/41)
and mortality was 2.4% (1/41). A cow that died after a 3-day of clinical course was necropsied.
No significant macroscopic lesions were observed, but in the histopathology, there was
acute, multifocal, moderate necrosupurative rumenitis with secondary bacterial and fungal
colonization, indicating concomitant ruminal acidosis. In the chromatographic analysis of
samples of rumen and liver contents of this bovine, variable amounts of ethanol were detected.
The data from the present study indicate that the possibility of ethanol intoxication should
be considered in cattle with neurological and digestive signs fed with RUC when added to

brewer’s yeast.
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RESUMO.- O presente trabalho descreve um surto de intoxicagao
por etanol que afetou um rebanho bovino de aptidao leiteira
alimentado com o subproduto de cervejaria denominado
bagaco de malte, residuo imido de cervejaria (RUC), residuo
de cevada maltada ou simplesmente “cevada”. O surto
iniciou cerca de 24 horas apds ao fornecimento de uma
nova partida do subproduto que apresentava odor alcodlico.
Andlise cromatografica e microbiol6gica de amostra deste
subproduto confirmou a presenca de etanol e Saccharomyces spp.,
respectivamente, indicando a adicdo de outro subproduto
de cervejaria, a levedura de cerveja ou levedo. Os principais
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sinais clinicos observados foram diarreia, salivagio, andar
cambaleante e decubito. A morbidade foide 12,2% (5/41) e
mortalidade de 2,4% (1/41). Uma vaca que morreu ap6s um
curso clinico de 3 dias foi necropsiada. Nao foram observadas
lesdes macroscopicas significativas, mas na histopatologia
havia rumenite necrosupurativa aguda, multifocal, moderada,
com colonizagao bacteriana e fingica secundaria, indicando
acidose ruminal concomitante. Em andlise cromatografica de
amostras de contetido ruminal e figado deste bovino foram
detectadas quantidades variaveis de etanol. Os dados do
presente estudo indicam que a possibilidade de intoxicacdo
por etanol deve ser considerada em bovinos com sinais
neuroldgicos e digestivos alimentados com RUC quando a
este acrescentado levedura de cerveja.

TERMOS DE INDEXACAO: Bovino, alcool etilico, levedo de cerveja,
intoxicacdo, cevada, subprodutos, toxicoses.
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INTRODUCAO

A industria cervejeira no Brasil tem crescido nos ultimos
anos e, atualmente, o pais é o terceiro maior produtor de
cerveja no mundo, produzindo 14 bilhdes de litros anuais,
apenas atras da China e dos Estados Unidos (Sebrae 2014).
No estado do Par3, existem quatro cervejarias que produzem
anualmente cerca de 304 milhoes de litros de cerveja (IBGE
2013, MAPA 2014). A atividade gera diversos subprodutos
que podem ter grande impacto ambiental se indevidamente
descartados. O principal subproduto é o residuo imido de
cervejaria (RUC), também denominado bagaco de malte,
bagaco de cevada, residuo de cevada maltada ou simplesmente
“cevada”. Outro importante subproduto é a levedura de cerveja,
também chamada levedo de cerveja ou apenas levedo (Santos
& Ribeiro 2005, Thiago et al. 2014, Brust et al. 2015).

No Brasil, a maioria das cervejarias adquire o malte de
terceiros e executam as trés etapas principais subsequentes:
(1) preparo do mosto, (2) processo fermentativo e (3) acabamento
da cerveja. O residuo umido de cervejaria (RUC) é obtido ap6s
o preparo do mosto e o levedo de cerveja é gerado na segunda
etapa quando a levedura acrescentada ao mosto é descartada.
Assim, o RUC normalmente nao possui etanol, uma vez que
as leveduras sdo introduzidas em uma etapa posterior a sua
geracao (Santos & Ribeiro 2005, Thiago et al. 2014).

Devido a suas caracteristicas nutricionais e ao relativo
baixo custo estes subprodutos sdo amplamente utilizados
na alimentagdo animal. Assim, além de reduzir os custos da
producdo animal, esta utilizagdo auxilia, ainda que indiretamente,
nareducdo do impacto ambiental das industrias cervejeiras
(Souza 2004). No entanto, a utilizagdo de forma empirica pelos
proprietarios e o armazenamento inadequado dos subprodutos
tém sido associadas a diversos distirbios em animais, como
acidose ruminal, laminite, botulismo e as intoxica¢des por
Aspergillus clavatus e etanol (Brust et al. 2015).

Ha poucos relatos da intoxicagdo por etanol em bovinos
(Abe et al. 1971, Wijayasinghe et al. 1984, Hibbs et al. 1986,
Bruning & Yokoyama, 1988, Humphreys 1988, Stéber 2005,
Peixoto et al. 2011) e os casos descritos no Brasil tém
sido relacionados a ingestao direta do levedo de cerveja
disponibilizado por cervejarias no estado do Rio de Janeiro
(Peixoto et al. 2011).

Aintoxicacdo por etanol em bovinos se caracteriza clinicamente
por sinais neuroldgicos, digestivos e cardiorrespiratdrios
(Abe et al. 1971, Wijayasinghe et al. 1984, Hibbs et al. 1986,
Bruning & Yokoyama 1988, Humphreys 1988, Stober 2005,
Peixoto etal. 2011). Os sinais clinicos iniciam de trinta minutos
(Peixoto etal. 2011) a duas horas (Wijayasinghe et al. 1984)
apods a ingestdo. Ha uma fase de excitacdo seguida por uma
fase depressiva que pode evoluir para a morte (Hibbs et al.
1986, Stéber 2005). Os achados de necropsia sdo escassos,
ha relatos de um odor alcodlico no conteido ruminal, além
de timpanismo, hiperemia na mucosa ruminal, hemorragias
namucosa do abomaso e na serosa do riimen, e congestdo em
diversos érgdos (Abe et al. 1971, Stober 2005, Brust 2011).
Para confirmacdo do diagndstico de intoxicagdo por etanol
em bovinos tem sido realizada a sua detec¢do no sangue
(Wijayasinghe et al. 1984). A dosagem do etanol nos tecidos
¢ incomum, mas tem sido empregada para diagnostico da
intoxicacdo em humanos (Jenkins et al. 1995, Kugelberg &
Jones 2007).

O presente trabalho tem por objetivo descrever os
aspectos clinico-patolégicos da intoxicacdo por etanol
pela ingestao do RUC utilizado na alimentacdo de bovinos
leiteiros no estado do Para, além dos niveis de etanol em
amostras do RUC e do contetido ruminal e figado de um
bovino submetido a necropsia.

MATERIAL E METODOS

Os dados clinicos e epidemioldgicos foram obtidos em visita a
uma propriedade leiteira localizada no municipio de Paragominas,
regido sudeste do Estado do Para. Foi realizada a necropsia de um
bovino, sendo coletados fragmentos de diversos tecidos, fixados em
formalina tamponada a 10%. Apés a fixagdo, o material foi clivado,
desidratado em alcool etilico, diafanizado em xilol e incluido em
parafina. Fragmentos foram cortados a 5pm para coloracdo com
hematoxilina e eosina (HE) e, no caso do rimen, também pela técnica
da reagdo pelo acido periddico de Schiff (PAS).

Amostras do RUC utilizado, retirado diretamente do local de
armazenamento na propriedade, de figado e de contetido ruminal
de um bovino submetido a necropsia foram coletadas e mantidas
sob refrigeracdo até o envio a um laboratério particular para andlise
do teor de etanol utilizando a técnica de cromatografia em fase
gasosa (headspace). Amostras do RUC do local de armazenamento na
propriedade foram também enviadas ao Laboratério de Microbiologia
da UFPA paraisolamento e caracterizagdo microbiolégica de levedura
do género Saccharomyces. Para tal, a amostra foi inicialmente semeada
em placas contendo meio YPD (Yeast Peptone and Dextrose) e incubada
com bindmio tempo e temperatura adequados, posteriomente foram
analizadas a morfologia e crescimento das coldnias.

RESULTADOS

A propriedade possuia um plantel de 40 vacas em lactacio,
com idade entre 36 e 48 meses. A alimentacdo se constituia
de pastagem e uma mistura contendo RUC. O proprietario
relatou que comprava o RUC de uma cervejaria em
Belém, a cada 30 dias. Todos os dias, ao final da tarde,
era administrado aos animais 500kg de RUC, adicionado
de 8kg de cloreto de sddio (sal comum) e 1.000 litros de
agua, numa proporc¢ao de 10 kg/animal. Ainda, segundo o
proprietario, o RUC durava em torno de 30 dias ap6s chegar
a fazenda, mas que os animais ficaram 24 horas sem o
alimento que havia acabado. Os animais receberam a nova
partida do RUC associada ao adoecimento no mesmo dia
em que esta chegou a propriedade, demonstrando avidez
dos animais pelo alimento.

Na propriedade, o RUC era armazenado em silo tipo
trincheira com revestimento de alvenaria e cobertura metalica,
e apresentava, no momento da visita, forte odor alcodlico.

Ap6s 24 horas do fornecimento do alimento quatro vacas
adultas apresentaram diarreia, salivagao, andar cambaleante,
ficando em decubito. Apds 48 horas da administracdo, o
touro da propriedade também ficou em decubito. No terceiro
dia, uma das vacas com sinais clinicos amanheceu morta.
A necropsia foi realizada ao final da tarde, sendo observada
putrefacdo moderada dos tecidos.

Na histologia do rimen observou-se tumefacido dos
queratinécitos, vacuolizacdo citoplasmatica com evoluc¢do
para lise, formacdo de vesiculas e pistulas na mucosa (Fig.1).
Havia, ainda, coldnias bacterianas e hifas PAS positivas
associadas a infiltrado inflamatdrio com predominancia de
polimorfonucleares (Fig.2).
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Fig.1. Intoxicagcdo por etanol em bovinos alimentados com residuo
Umido de cervejaria. Rumen. Degeneracdo hidrépica de
queratindcitos com evolugdo para lise e formacao de vesiculas;
notar ainda infiltrado inflamatério na submucosa subjacente.
HE, obj.40x.
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Fig.2. Intoxicagdo por etanol em bovinos alimentados com residuo
umido de cervejaria. Colonizagdo secundaria das lesdes
ruminais. Observar na camada basal da mucosa estruturas
alongadas com paredes rosadas (PAS positivas) compativeis
com hifas de fungos, nas camadas intermediarias grumos
basofilicos indicando colonias bacterianas e na submucosa
infiltrado inflamatério. PAS, obj.40x.

As amostras do RUC, conteddo ruminal, e figado revelaram
niveis de alcool de 830mg/dl, 125mg/dl e 80mg/d],
respectivamente. Na analise microbiolégica da amostra do
RUC foi isolado Saccharomyces spp.

A amostra do RUC, do local de armazenamento na
propriedade, nas provas microbiolégicas convencionais
apresentou morfologia macroscopica e microscépica compativel
com o género Saccharomyces.

Pesq. Vet. Bras. 38(3):382-386, mar¢o 2018

DISCUSSAO

0 diagnostico de intoxicagdo por etanol em bovinos associado
ao consumo do bagaco de malte no presente estudo foi
inicialmente baseado na evidéncia circunstancial do surto
quando da introducdo da nova partida do subproduto na
alimentacdo do rebanho e no odor alcodlico do mesmo.
Os resultados das analises microbioldgica e cromatografica
de amostras do bagaco de malte demonstraram a presenca
de Saccharomyces spp. e etanol, indicando a adicdo de outro
subproduto conhecido como levedura ou levedo de cerveja
e confirmando a intoxicagdo por etanol no presente caso.

A amostra do bagaco de malte apresentou um teor alcodlico
relativamente baixo (830mg/dl) quando comparado com o
teor alcodlico do levedo de cerveja associado a intoxicagdo em
outros relatos (Peixoto et al. 2011). O tempo entre a geracao
do subproduto e a coleta para cromatografia provavelmente
contribuiram para esta diferenca nos teores de alcool, visto
que a evaporacgdo é um fator importante na reducio do risco
de intoxicacdo (Peixoto et al. 2011). No presente trabalho
o subproduto foi transportado por cerca de 300 km do
fornecedor até a propriedade, sendo oferecido no dia da
chegada. A coleta da amostra para analise ocorreu cerca de
48 horas ap6s a chegada subproduto na propriedade. Assim,
muito provavelmente os teores de alcool no momento da
oferta ao rebanho fossem superiores aos identificados no
momento da coleta para andlise.

0 RUC é gerado a partir da moagem de graos de cevada
maltada e graos de adjuntos, como milho e arroz, utilizados
para o preparo do mosto. Na etapa seguinte, apds a retirada
do RUC, sdo acrescentadas ao mosto as leveduras para o
processo de fermentacdo que produz alcool (Santos & Ribeiro
2005, Thiago et al. 2014). Assim, ndo se espera detectar no
RUC leveduras de cerveja e etanol, uma vez que estes sdo
introduzidos e produzidos, respectivamente, em uma etapa
posterior. A constatagdo de crescimento de Saccharomyces spp. e
adeteccdo de etanol (0,83g/dL) no RUC coletado na propriedade
do presente estudo indica que ocorreu o acréscimo de levedo
de cerveja no subproduto utilizado. Tal fato demonstra que o
RUC disponibilizado na regido pode conter levedo de cerveja
e desta forma oferecer riscos de intoxicacdo por etanol.

A maioria trabalhos relativos a intoxicagio por etanol em
bovinos relata os niveis de sanguineos deste (Wijayasinghe etal.
1984). No presente caso no momento da visita a propriedade
nao havia mais bovinos com sinais clinicos, assim a analise
sanguinea ndo foi mais possivel. Por isso, optou-se pela
pesquisa de etanol no figado e contetido ruminal do bovino
submetido a necropsia, que demonstrou 0,08g/dL e 0,13g/dL,
respectivamente. No entanto, a interpretacdo da detecgio de
etanol em espécimes coletados em necropsias é complexa
(Kugelberg & Jones 2007).

Jenkins etal. (1995) avaliou a detec¢do de etanol no figado
de humanos e sua relagdo com os niveis no sangue coletado
do coracgdo. A maioria dos casos (66%) com baixos indices
sanguineos (<0,04g/dL), atribuidos a decomposicdo, os
indices hepaticos foram menores que 0,01g/dL, com apenas
uma amostra atingindo 0,06g/dL. Ja os casos com indices
sanguineos maiores (20,04g/dL) os indices hepaticos tiveram
média de 0,53g/dL, com valores variando de zero a 1,4g/dL.
Tendo este estudo como base, o nivel hepatico observado no
bovino do presente estudo (0,08g/dL) foi considerado baixo.
Uma das justificativas para valores menores no figado em
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relacdo ao sangue é o metabolismo hepatico. Os hepatécitos
podem manter alguma atividade enzimatica apds a morte,
assim a metabolizacdo post-mortem de parte do etanol
é possivel (Jenkins et al. 1995, Kugelberg & Jones 2007).
Entretanto, também é relatada a possibilidade de produgao
post-mortem de etanol nos cadaveres por contaminagao
microbiana das visceras e fermentacado da glicose (Kugelberg
& Jones 2007). No presente caso a necropsia foi realizada
aproximadamente dez horas apds o a morte, estando o bovino
em adiantado estado de putrefacdo. Assim, a possibilidade de
producdo de etanol post-mortem ndo pdde ser descartada.
Desta forma, detecgdes de valores hepaticos baixos, como
observado no bovino do presente estudo, tém pouco valor
diagnostico quando considerados isoladamente (Kugelberg
& Jones 2007). As dosagens do figado e do contetido ruminal
aqui apresentadas tém relevancia quando consideradas em
conjunto com os demais dados do estudo. Coletas de sangue
daveia femural, da urina da bexiga, e do humor vitreo tém sido
recomendadas para diagnostico post-mortem da intoxica¢ao
por etanol em humanos e podem ser op¢des também para
bovinos (Kugelberg & Jones 2007), infelizmente ndo foram
coletadas no presente caso.

Na propriedade onde ocorreu o surto de intoxicagdo por
etanol, foi relatada a escassez do RUC por um periodo de
24 horas. Quando o residuo foi fornecido aos animais, estes
demostraram avidez no consumo o que pode ter contribuido
para aintoxicacdo dos animais no presente surto. Brust et al.
(2015) relata que a escassez do levedo de cerveja parece
estimular um maior consumo e consequentemente, a intoxicagao.
A proximidade dos casos ocorridos com a chegada do RUC
na propriedade também indica que quanto mais préximo da
chegada, mais elevados os niveis de alcool, o que contribui
para a intoxicag¢do tanto nos lotes de animais ja habituados
ao residuo, mas principalmente naqueles durante a fase de
adaptacdo.

A dominédncia em um rebanho de bovinos se estabelece
pela competicdo por um determinado recurso, e define
qual ou quais individuos terdo prioridade desde a agua até
o alimento (Costa & Costa e Silva 2007). Na propriedade
estudada, o alimento era fornecido em cocho continuo, sem
separagdes, para que todos os animais tivessem acesso ao
mesmo tempo, o que pode ter contribuido para que os animais
hierarquicamente dominantes tivessem acesso ndo s6 aos
10kg fornecidos para cada animal, mas também ao que era
fornecido aos outros, possibilitando uma sobrecarga ruminal
de alimentos rapidamente fermentaveis, assim como um
aumento na quantidade de etanol ingerida por esses animais.

Os sinais clinicos observados nos bovinos alimentados
por RUC sao semelhantes aos casos em bovinos intoxicados
experimentalmente por etanol (Abe et al. 1971, Bruning
& Yokoyama 1988, Stober 2005) assim como nos casos
naturais de intoxicacdo por levedo de cerveja (Brust et al.
2015, Peixoto et al. 2015). O inicio dos sinais clinicos nos
animais da propriedade diferiu do citado pela literatura
que afirma que, em geral apds 30 minutos (Peixoto et al.
2011) a duas horas (Wijayasinghe et al. 1984) os animais
adoecem. Na propriedade acompanhada, o inicio dos sinais
foi observado ap6s aproximadamente 12 horas da ingestdo do
RUC e amorte de um dos animais ocorreu aproximadamente
6 horas apds o inicio dos sinais, tal como foi descrito por
Wijayasinghe et al. (1984).

As lesbes observadas no rumen de acidose ruminal
descrita nos resultados pode estar relacionada ao potencial
do RUC em diminuir os valores do pH, o que ja foi descrito
por varios autores (Firkins 1997, Mertens 1997). Sabe-se que
a diminuicdo no pH ruminal é causada principalmente pela
ingestdo de alimentos ricos em carboidratos rapidamente
fermentaveis (Owens et al. 1998). No trabalho realizado por
Stern & Ziemer (1993) o RUC é tido como um alimento que
contém grandes quantidades de amido e agucares simples
0s quais produzem uma marcante mudan¢a na populacio
microbiana do rimen, com alta producao de acidos graxos
volateis (Owens et al. 1998). Quando ha um aumento na
velocidade de produgio de AGV’s a capacidade de absorcio
no rumen fica comprometida tendo como resultado o acimulo
de AGV’s, que promoverao a redu¢do do pH ruminal, morte
de bactérias gram-negativas e aumento de bactérias gram-
positivas tais como Streptococcus bovis e de Lactobacillus sp.
que sdo bactérias capazes de produzir grandes quantidades de
acido lactico favorecendo o aparecimento da acidose ruminal
(Dawson & Allison 1988). Esses quadros graves de acidose
ruminal aguda em geral cursam com incoordenagao, andar
cambaleante, depressdo profunda, dectibito permanente com
morte em poucas horas (Dirksen 1981, Underwood 1992,
Dirksen 2005), sintomas muito semelhantes aos apresentados
pelos animais intoxicados. Mas as lesdes macro e microscopicas
encontradas no rimen sdo discretas, em comparagao com as
descritas para acidose ruminal aguda (Gelberg 2007).

Os achados de necropsia do animal que veio a morte
ndo foram determinantes para o diagnéstico, tal como foi
demonstrado no trabalho realizado por Brust (2011) onde
ele descreve os achados como inconsistentes para fins de
diagnostico. O odor alcodlico no contetido dos pré-estomagos
comprova apenas a ingestdo do produto, porém nao foi
observado no presente caso devido a putrefacao.

CONCLUSOES

O presente trabalho evidencia a necessidade de se verificar
junto a industria ou distribuidora que fornece o subproduto
a possibilidade de introdugao de levedo de cerveja junto
ao bagaco de malte para que medidas profilaticas sejam
estabelecidas.

A interrupcdo do fornecimento deste subproduto pode
favorecer a maior ingestao do mesmo pela avidez demonstrada
pelos animais, e que a readaptac¢do dos bovinos apds o
restabelecimento do fornecimento do subproduto se faz
necessaria.

Armazenar o subproduto em uma area ventilada e aguardar
alguns dias para fornecer nova partida ao rebanho a fim de
favorecer a evaporagdo do etanol.
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