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Resumo

BARBOSA, Matheus Wrege Meireles. Efeito do uso de um produto probiético a
base de duas cepas de bacillus sp. na producdo leiteira e ingestao de matéria
seca de vacas no periodo de transicdo. 2023. 56f. Dissertacdo (Mestrado) -
Programa de Péds-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

Durante o periodo de transicdo que normalmente ocorrem a maioria dos desafios
ligados a saude das vacas leiteiras. Visando melhorar a satde da vaca leiteira nesse
periodo, tem se buscado alternativas para contornar os problemas, dentre elas estéo
0 uso de probidticos. Vinte e seis vacas da raca Holandés foram separadas conforme
0 peso e numero de lactagdes em dois grupos, 30 dias antes do parto: Grupo
Bovacillus (n=13;Peso vivo: 723 £ 103) recebia uma dieta totalmente misturada (TMR)
mais a adi¢ao de 3g/vacal/dia de um probiético (Bovacillus, Christian Hansem, cidade,
USA) a base de Bacilluslicheniformis e Bacillus subtilis; e Grupo Controle (n=13; Peso
vivo: 708 £ 90) recebia somente a TMR, sem a adi¢éo do probidético. Os animaisforam
alocados em galpbes do tipo compost barn no inicio do experimento e foram
acompanhados entre o periodo de trinta dias pré parto e sessenta dias pds-parto.
Diariamente era mensurado o consumo de matéria verde e feitas coletas da dieta para
mensuracao diaria da matéria seca. Também era feito diariamente o controle da
producéo de leite individual. Nos dias -30, -14, -4, 0, 4, 14, 30 e 60, as vacas foram
pesadas com utilizagdo de fita métrica e tiveram seu escore de condi¢do corporal
(ECC) avaliado, em escala de 1 a 5. Cada animal contou com 5 coletas de leite cru
para analise de composicao do leite (gordura, proteina, lactose, CCS, ST e ESD).
Apés a obtencdo dos resultados de producdo de leite, consumo de matéria e
composic¢ao do leite, foi calculada a eficiéncia alimentar, o leite corrigido para gordura
e energia. Todos os dados foram analisados através da analise de variancia (modelo
misto) e teste de T de Tukey para dados pareados no software estatistico IMP® PRO
17 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). Todas as variaveis foram analisadas com o
teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade. Foi possivel observar que o
uso de um probidtico a base de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis foi capaz de
aumentar a producao de leite, quantidade de Leite Corrigido para Gordura (LCG) e
Leite Corrigido para Energia (LCE), além de aumentar a ingestdo de matéria seca e
diminuiros niveis de CCS (p<0,05). Esses resultados demonstram que a utilizacdo do
probidtico € capaz de auxiliar as vacas no periodo de transi¢cdo, aumentando a
producao de leite, 0 consumo de matéria seca e diminuindo a CCS.

Palavras-chave: Aditivos, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Pecuaria de Leite.



Abstract

BARBOSA, Matheus Wrege Meireles. The effect of using a probiotic product
(Bovacillus) based on two strains of Bacillus sp. on the performance and eating
behavior of cows during the transition period. 2023. p. 56. Dissertation (Master's
degree) — Program of Post Graduation in Biotechnology. Federal University of Pelotas.

During the transition period, which typically encompasses most challenges related to
the health of dairy cows, efforts have been made to find alternatives to address these
iIssues. One such alternative is the use of probiotics. Twenty-six Holstein cows were
separated based on weightand number of lactations into two groups, 30 days before
calving: the Bovacillus Group (n=13; Live weight: 723 + 103) received a total mixed
ration (TMR) along with the addition of 3g/cow/day of a probiotic (Bovacillus, Christian
Hansem, city, USA) based on Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis. The Control
Group (n=13; Live weight: 708 £ 90) received only the TMR withoutthe addition of the
probiotic. The animals were housed in compost barns at the beginning of the
experimentandwere monitored from 30 days pre-calvingto 60 days post-calving. Daily
measurements included the consumption of green matter, diet collections for daily
measurement of dry matter, and individual milk production monitoring. On days -30, -
14, -4, 0, 4, 14, 30, and 60, the cows were weighed using a measuring tape, and their
body condition score (BCS) was evaluated on a scale from 1 to 5. Each animal
underwent5 raw milk samples for analysis of milk composition (fat, protein, lactose,
SCC, TS, and ESD). After obtaining the results for milk production, feed consumption,
and milk composition, feed efficiency, milk corrected for fat, and energy were
calculated. All data were analyzed using analysis of variance (mixed model) and
Tukey's paired T-test in the statistical software JIMP® PRO 17 (SAS InstituteInc., Cary,
NC, USA). Normality was assessed using the Shapiro-Wilk testfor all variables. It was
observed that the use of a probiotic based on Bacilluslicheniformis and Bacillus subtilis
was able to increase milk production, the quantity of Milk Corrected for Fat (MCF), and
Milk Corrected for Energy (MCE). Additionally, it increased dry matter intake and
decreased SCC levels (p<0.05). These results demonstrate that the use of the
probiotic can assist cows duringthe transition period by increasing milk production, dry
matter intake, and reducing SCC.

Key words: Additives, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Dairy Farming.
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1 INTRODUCAO GERAL

A populagdo mundial tem aumentado cada vez mais ao longo dos anos,
gerando diretamente uma maior demanda por produtos de origem animal, 0 que tem
sido um desafio para todos os produtores em todo o mundo (FAO, 2015). Embora a
cadeia produtiva do leite tenha grande expressividade na producéo de alimentos, o
setor vem passando por uma forte queda em seus valores de comercializagdo. No
més de setembro de 2023 foi registrada a quinta queda consecutiva no preco do leite
cru captado, chegando ao patamar de R$ 2,05 /L de leite, na “média Brasil” (CEPEA,
2023). Juntamente com uma reducao no preco do produto, ocorreu também uma
reducdo na margem de lucro do produtor, onde no Brasil houve umrecuo de 19% na
receita liquidae de 55% namargem bruta (CEPEA, 2023). Dessaforma, torna-se cada
vez mais necessario que se produza mais leite e de maneira mais eficiente, buscando
a maior aproveitamento da vaca leiteira.

Durante a vida produtiva da vaca leiteira, ela acaba por passar por diversas
fases que causam grandes desafios, como o desmame, puberdade e principalmente
o periodo de transicdo (SERRENHO et al., 2022). Durante essa fase, a vaca leiteira
passa por diversas adaptacbes hormonais, fisicas e comportamentais que levam a
alteracbes em parametros comportamentais normais e assim, podendo impactar
negativamente na sua vida produtiva (PROUDFOOT, 2023). E dito que o sucesso da
producao leiteira esta na capacidade do animal em se adaptar as mudancas que
ocorrem nessa fase produtiva e, ainda assim, voltar a ter um consumo adequado da
dieta e desempenhar uma producédo de leite satisfatoria (DENIZ et al., 2020).

Tendo em vista a importancia da saude da vaca leiteira no periodo de transicao
para sua vida produtiva, tem-se buscado alternativas nutricionais para reduzir o
impacto dessa fase (VARHIDI et al., 2022). Os probiéticos s&o definidos como
organismos vivos que, quando consumidos em concentragcdes apropriadas, séo
benéficos a saude de quem os consome (SANDERS, 2008). Estes sédo organismos
viaveis e ndo patogénicos, sendo sua suplementacao benéficaao hospedeiro, além
de competir com microrganismos patogénicos (UYENO et al., 2015). Entre ostipos de
constituintes, destacam-se o0s Bacillus sp., que sdo géneros de bactérias gram-
positivas capazes de esporular e sobreviver em ambientes onde normalmente outros
géneros de bactérias nao seriam capazes de sobreviver  BERNARDEAU etal., 2017,

NICHOLSON et al., 2000). Dentre as diversas espécies de Bacillus sp., o uso de
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Bacilluslicheniformis e Bacillus subtilis tem demonstrado efeitos positivos na producéo
de leite, leite corrigido para gordura, leite corrigido para energia e também
componentesdo leite, como gordura, proteina e lactose (LAMONTAGNE et al., 2023),
além de também serem capazes de melhorar a degradabilidade dos alimentos a nivel
ruminal (QIAO et al., 2010). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito do uso combinado de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis no desempenho
produtivo, qualidade do leite e comportamento alimentar de vacas da raca Holandés
em periodo de transicéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Periodo de transicao

H& muito tempo busca-se compreender mais e melhor o periodo de transicédo de
vacas leiteiras, o qual compreende as trés semanas que antecedem e as trés semanas
posteriores ao parto (GRUMMER, 1995). Nesse periodo, a vaca leiteira passa por
diversas adaptacdes fisiolégicas e metabdlicas, pois comeca a se preparar para as
mudancas que ocorrem ao passar de um animal gestante ndo lactante, que dispunha
sua energia para mantenca e desenvolvimento fetal, para um animal lactante néo
gestante, necessitando de energia para a sua manutencdo e reparacdo tecidual,

assim como, energia para a sintese de colostro e posteriormente de leite (BAUMAN
& CURRIE, 1980; AKBAR et al., 2015).

A salude do animal durante o periodo de transicdo € fundamental para o seu
desempenho produtivo e reprodutivo durante a lactagdo. Entretanto, devido as
mudancas que ocorrem no metabolismo do animal e os desafios que ocorrem durante
essa fase, acabam por gerar diversas desordens metabdlicas e consequentemente,
aumentam a ocorréncia de doencas, principalmente doencas metabdlicas como
hipocalcemia, deslocamento de abomaso, cetose e esteatose hepatica (BOMBA, et
al., 2015; NETO et al., 2011).

Alguns estudos estimam que vacas leiteiras que sofrem mais com os impactos do
periodo de transicéo, devido a sua menor capacidade de adaptacdo a transicao de
gestantes para posteriormente lactantes, podem deixar de produzirde 5 a 9 litros de
leite por dia, durante o pico de lactacdo (WALLACE et al., 1996). Nos dias atuais,onde
0 pre¢o dos insumos e 0s custos para manter a atividade leiteira quase ultrapassam
o valor recebido pela comercializacéo do leite, tornando-se fundamental que se tenha
melhor aproveitamento dos insumos e materiais utilizados na atividade e também se
consiga obter um melhor desempenho dos animais durante esses periodos de maior
desafio (MARCONI & TEODORO, 2023).

2.2 Comportamento alimentar durante o periodo de transicao

A queda no consumo de matéria seca é uma caracteristica muito conhecida
durante o periodo de transi¢do das vacas leiteiras. O consumo de matéria seca e a
ingestdo de energia sao relativamente constantes durante o periodo seco até os 10
dias pré-parto, quando ocorre uma reducdo de 20%, podendo chegar até 40% no
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consumo na semana anterior ao parto (KUHLA., 2015), sendo essa reducao do
consumo mais pronunciadaem vacas com excesso de condi¢ao corporal (GRUMMER
et al.,, 2004). Apds o parto, a vaca leiteira comeca a recuperar gradualmente sua
capacidade de ingestdo de matéria seca, chegando ao apice do seu consumo entre o
terceiro e o sexto més apos o parto (SIGNORETTI et al.,2010).

Os fatores relacionados a reduc¢éo naingestao de alimentos durante o periodo de
transicdo sdo tanto metabdlicos quanto fisicos. Dentro dos fatores metabdlicos
envolvidos na regulacdo do consumo de alimentos, os niveis de grelina, leptina,
hormonios da tireoide, insulina e estrogénio tem seus efeitos bem descritos na
literatura (MCNABB et al., 2010). Outra explicacdo para essa diminui¢cdo naingestao
de alimentos é a teoria da oxidag&o hepética, proposta por ALLEN e BRADFORD
(2009). Segundo essa teoria, o0 centro de saciedade no cérebro regula o
comportamento alimentar,sendoinfluenciado pelonervovago hepéatico,que responde
a concentracao de trifosfato de adenosina (ATP) no figado. Uma maior producéo de
ATP, resultado da oxidac&o de carboidratos, lipideos e proteinas, leva a uma menor
estimulacao do centro de saciedade, enquanto niveis mais baixos de ATP estimulam
a ingestédo de alimentos (KUHLA et al., 2016). No periodo de transi¢do, onde a vaca
leiteira mobiliza acidos graxos néo esterificados (AGNE) do tecido adiposo para
compensar o déficit de energia da dieta, € gerada uma producédo de ATP oriunda
desses AGNE, e também ha uma liberacdo de leptina dos adipocitos, causando um
feedback negativo no centro da saciedade, ajudando na reducdo do consumo de
alimentos (GRUMMER et al., 2004). No entanto, 0 mecanismo exato dessa regulacéao
néo é totalmente compreendido.

Se tratando de fatores fisicos, o ter¢o final da gestacdo € o momento ao qual o
feto j4 estad desenvolvido e estd ganhando peso antes do seu nascimento. Devido a
isso, seu tamanho é cada vez maior, chegando ater 60% do crescimento fetal nesse
periodo e consequentemente ele ocupa mais espaco dentro da cavidade abdominal,
levando a compresséao das visceras e dos 6rgaos do trato digestério (ROTTA et al.,
2015). A compressdo desses 6rgdos, principalmente do ramen, faz com que a
capacidade de ingestao de matéria seca fique reduzida, devido a menor capacidade
fisica que o 6rgao apresenta, o que reflete diretamente no comportamento alimentar
do animal (BAUMAN & CURRIE, 1980; FORBES, 1987). Ap6s o parto, os 0rgdos
ainda apresentam um tamanho reduzido, embora ndo haja o feto lhes comprimindo,

mas conforme vao passando-se os dias, os 6rgdos do trato digestério comecam a
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restabelecer suas capacidades fisicas normais e as mudancas hormonais acabam
sendo menos intensas (FORBES. et al., 1987).

A reducdo no consumo de alimentos consequente do periodo de transicéo, acaba
por causar uma diminui¢cdo na quantidade de energia e de proteina que o animal
consome por meio da dieta, que concomitante a0 aumento no requerimento
energético, devido a producéo de leite, proteina do leite, gordura e lactose, causam
um quadro de balanco energético (BEN) e proteico negativo, assim como uma
resisténciaperiférica ainsulina(BEAUCHEMIN, 2018; MCCABE & BOERMAN, 2020).
O BEN esta diretamente relacionado com muitas das doencas que ocorrem durante o
periodo de transicdo, como: cetose, deslocamento de abomaso e acidose ruminal
(ESPOSITO etal.,2014; HERDT, 2000).

2.3 Producé&o e composicéo do leite

Durante o inicio do periodo produtivo das vacas leiteiras, a demanda por
energia e proteina sdo aumentadas para acompanhar a producao do leite que a cada
dia € mais acentuada (NASEM, 2021). Além do aumento no requerimento nutricional
para suprira demanda da producéo leiteira, nesse periodo também ocorre uma maior
demanda para suprir as necessidades de mantenca dos animais, que podem
aumentar de 3 a 5 vezes nas primeiras semanas de lactacdo, uma vez que, a vaca
precisa que seus 6rgdo e funcdes vitais voltem as condicbes normais que
apresentavam antes da gestacao e do parto (MCNAMARA, 2004). Entretanto, sabe-
se que o consumo de matéria seca nas primeiras semanas apos o parto é reduzido,
fazendo como BEN perdure até a 42 e 82 semanas poés parto (HEUER, C. etal., 2001.
MCGUIRE et al., 2004).

Os efeitos do BEN sdo observados no desempenho produtivo da vaca no pés-
parto recente. Vacas diagnosticadas com valores de B-hidroxibutirato (BHBA) acima
de 1,2 mmol/L, sem sinais clinicos, caracterizando cetose subclinica, tiveram uma
reducéo de 0,5kg/dia para cada aumento de 0,1mmol/L de BHBA no sangue, durante
os primeiros 30 dias pos-parto (MCART et al., 2012). O aumento dos corpos cetbnicos
no sangue, sdo em decorréncia da lipélise exacerbada para a producéo de energia no
figado devido ao menor consumo de matéria seca caracteristico do momento. Os
AGNES que sdo mobilizados sdo mobilizados para a producao de energia pelos
musculos, incorporados na gordura do leite e absorvidos pelo figado como
triacilglicerois (LOMANDER et al., 2012; PICKETT et al., 2003), entretanto, quando a
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sua absorcdo acaba superando a capacidade do figado em converter esses
triacilglicerdis em energia, leva a um acumulo de gordura no figado e um dos
mecanismos que o organismo adota para reduziro acimulo dessas substancias € as
convertendo em corpos cetbnicos (Acetona, Acetoacetato, BHBA; MCNAMARA.,
2000).

Efeitos do periodo de transicdo também sdo observados na qualidade de leite.
A mobilizacdo de AGNES das reservas corporais de gordura, utilizados para suprir a
demanda energética no periodo de transicdo estdo associados a um aumento no teor
de gordura do leite, decorrente do aumento no teor de Acidos Graxos Livres (AGL)
circulantes, entretanto, esse aumento de AGL na corrente circulatoria e no figado
causam uma reducédo naproducao de leite e noteor de proteina desse leite (SUN et
al., 2019). BOBE e colaboradores (2004) identificaram que quanto maior a
concentragdo de lipidios no figado, maior foi a redugéo na producéo de leite dessas
vacas; fato esse decorrente da sobrecarga hepética causada pelo excesso de lipideos
presentes no 6rgdo, superando a capacidade do mesmo em oxidar e secretar esses
lipideos (DRACKLEY, 1999; GRUMMER et al.,1993).

O teor de gordura e proteina no leite estdo intimamente relacionados e séo
negativamente correlacionados com o balanco energético negativo. Quando a
guantidade de gordura € bem mais alta que a quantidade de proteina no leite, € um
indicativo de BEN severo (STEENSELS et al., 2017). A quantidade de gordura do
leite/quantidade de proteina do leite deve apresentar ideais entre 1,05 a 1,13, valores
acima de 1,3 ou 1,5 podem indicar um BEN severo (BURICIC et al., 2020).

Para que ocorra 0 aumento na producéo de leite, € necessario que o animal
consiga utilizar melhor a energia disponibilizada por meio da dieta; seja pelo aumento
no consumo de matéria seca ou por um incremento calérico da dieta; como também
por um melhorusoda gordura mobilizadapara suprira demanda energética, tornando
assim, mais eficientes e produtivas (OPSOMER, 2015). Embora o aumento no
consumo de matéria seca seja 0 mais indicado, sabe-se que a vaca leiteira possui
suas limitacdes nesse periodo, sendo assim, necessario melhorar a qualidade dos
alimentos consumidos. O uso de probidticos na alimentacao de ruminantes € grande
aliado na melhora da digestibilidade dos alimentos ofertados na dieta

(CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008), podendo assim, aumentar o desempenho
produtivo desses animais.
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2.4 Probiéticos na nutricdo animal

O termo probiodticos € originario de duas palavras Gregas (pro e bios) e
significam “para vida”. Esse termo foi provavelmente inventado por FERDINAND
VERGIN (1954) em seu estudo avaliando o efeito negativo de antibiéticos e outros
antimicrobianos em comparacdo ao uso de bactérias benéficas. De acordo com a
Organizacédo das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e Agricultura, e a Organizacéo
Mundial da Saude (FAO/WHO), os probiéticos sdo definidos como organismos vivos
que quando consumidos em concentracdes apropriadas, sao benéficos a saude de
guem os consome (SANDERS, 2008). Os probiéticos sdo organismos viaveis e néo
patogénicos, sua suplementacao é benéfica ao hospedeiro, além de competir com
microrganismos patogénicos (UYENO et al., 2015).

No Brasil, 0 mercado para o uso de probioticos tem crescido, uma vez que, 0S
consumidores estdo cada vez mais conscientes dos beneficios que os probidticos
trazem a saude (LIONG, 2011). A industria de alimentos tem estado atenta a esse
movimento da sociedade em torno dos probidticos e tem se preparado para esse
cenario, aumentando a oferta de produtos contendo esse tipo de aditivo (PIMENTEL
et al.,, 2017). Além dos beneficios dos probidticos na satde humana, o uso de
antibidticos em subdosagens como promotores de crescimento na cadeia pecuarna
gerou ha alguns anos uma preocupacéao dos consumidores devido a transferéncia de
genes de resisténcia da microbiota animal para humana (MATHUR & SINGH., 2005).
Esses fatores colaboraram para que comecasse a utilizar alternativas para o uso de
antibidticos na dieta, abrindo espaco para outros compostos como probiéticos,
prebidticos e simbidticos (GAGGIA et al., 2010).

O uso de probidticos em ruminantes tem crescido cada vez mais devido aos
seus efeitos benéficos na modulacéo da microbiota do trato gastrointestinal e de ser
um possivel substituto aos tradicionais antibiéticos (HAUCHEYRAS-DURAND;
DURAND., 2010). Os probidticos surgiram como um complemento alimentar para
ruminantes em areas tropicais buscando melhorar seu desempenho produtivo
(MAHESH et al,, 2021). Seus efeitos no organismo do animal sao diversos: sao
capazes de melhorar a digestibilidade e o aproveitamento dos nutrientes, modular a
flora microbiana do rimen e estabilizar o pH ruminal, reduzir a quantidade de &acido
latico e a chance de desenvolver acidose ruminal subaguda (CHAUCHEYRAS-
DURAND etal., 2008; VYAS etal., 2014).
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Véarios mecanismos foram identificados para explicar os efeitos dos probiéticos
dentro do ambiente ruminal. Os probidticos aumentam a quantidade de protozoarios
ruminais e ambos 0S microrganismos competem com as bactérias Streptococcus
bovis e Lactobacillus pela utilizacdo da glicose livre no rimen, diminuindo assim a
producao de &cido latico que seria produzido por essas bactérias (CHAUCHEYRAS
et al., 1996; NAGARAJA, 2012). Alguns probioticos podem produzir Malato e outros
pequenos peptideos que sao capazes de induzir o consumo do L-Lactato (um
precursor do acido latico), pelas bactérias Megasphaera elsdenii and Selenomonas
ruminantium (NAGARAJA, 2012). Os protozoarios ruminais que sao mobilizados pelos
probidticos, fazem a fermentag¢édo do amido de modo mais lento, ndo causando uma
gueda brusca no pH ruminal (MENDOZA et al. 1993)

Além da modulacdo ruminal, os probioticos também tém efeito positivo na
digestdo dos alimentos no rimen. PAN et al., (2022), observou em seu estudo uma
melhora nadigestibilidade in-vitro da fibra e do amido de dietas contendo probioticos
a base de Bacillus. Eles colonizam o trato gastrointestinal e tornam-se parte da
microbiota normal do hospedeiro (SPANOVA et al.,2015). Eles também possuem
efeito ativo, tendo a capacidade de aumentar a atividade enzimatica no trato
gastrointestinal e melhoram a capacidade de digestibilidades de alimentos ingeridos
pelo hospedeiro, um exemplo € com estudo em bezerras bufalas que demonstrou que
a alimentacgdo probiotica contendo Lactobacillus acidophilus poderia garantir maior
ingestdo de matéria seca, eficiéncia de conversdo alimentar diaria e digestibilidade
aparente de nutrientes em compara¢ao ao grupo nao suplementado (SHARMA et al.,
2018). Os principais efeitos benéficos na salde e producdo da utilizagdo de
probidticos na dieta de ruminantes foram observados quando estes foram utilizados
em animais que estavam passando por um periodo estressante para 0s animais,como
o desmame, inicio da lactacédo e durante periodos que ocorrem trocas significativas
em suas dietas (HAUCHEYRAS-DURAND; DURAND., 2010)

Dentro dos probidticos utilizados na dieta para ruminantes, incluem
principalmente as bactérias pertencentes aos géneros Streptococcus, Bacillus,
Lactobacillus, Enterococcus, Propionibacterium, Bifidobacterium e Prevotella bryantii,
além de espécies de fungos, incluindo Saccharomyces e Aspergillus (GAGGIA et al.,
2010).
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2.5 Bacillus sp

O género Bacillus sp. sdo um género de bactérias gram-positivas, capazes de
produzir esporos bacterianos e sédo encontradas em todos os ambientes, podendo ser
encontrados no solo, nas rochas, na poeira, ambientes aquaticos e no intestino de
animaisf/insetos (FELSKE, 2004). Esse género de bactérias é normalmente
encontrado em ambientes aerdbicos, entretanto, alguns estudos identificaram que
essas bactérias sdo capazes de crescer e esporular em ambientes anaerdbicos
(NAKANO et al., 1997; TAM et al., 2006) e também resistir a sucos gastricos (DUC et
al., 2003; SPINOSA et al., 2000). Essas bactérias normalmente sdo encontradas na
sua forma esporulada ou na sua forma vegetativa, sendo a forma esporulada a mais
comumente encontrada nos probioticos (CUTTING, 2011).

Os esporos sao uma forma desidratada que as bactérias gram-positivas
entram quando a uma diminui¢do na quantidade de nutrientes no meio e também o
ambiente em que ela se encontra apresenta condi¢cdes capazes de matar essas
bactérias quando se encontram na sua forma vegetativa (NICHOLSON et al., 2000).
O esporo bacteriano € formado por um cértex rico em peptideoglicano, uma
membrana celular, uma parede celular e uma capa protetora, que fornecem protecao
ao interior do esporo, onde se encontra um ndcleo, composto por um cromossomo
condensado e inativado (HENRIQUES & MORAN, 2007). Essas bactérias quando em
seu estado de esporo, sao resistentes a uma variedade de condi¢gbes ambientais,
como pH &cido, ambientes anaerdbicos, altas temperaturas e a exposic¢ao de raios UV
(BERNARDEAU et al., 2017; NICHOLSON et al., 2000). Os esporos quando
encontram condi¢cbes adequadas para a sua sobrevivéncia voltam a germinar,
quebrando suas camadas protetoras, permitindo a entrada de agua e outras
substancias como Aminoacido e agucares que causaram uma ativacédo do nucleo que
se encontrainativo, fazendo com que a bactéria retorne a sua fase vegetativa (MOIR,
2006). Uma vez ativadas, essas bactérias sdo capazes de germinar, proliferar e
esporular novamente no ambiente em que encontram (TAM et al., 2006).

Dentro do género Bacillus sp, duas cepas merecem destaque, sendo elas as
bactérias do género Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis. Essas bactérias, quando
fornecidas em conjunto, fornecem diversos efeitos benéficos ao hospedeiro
(BERNARDEAU et al., 2017). Elas s&o capazes de formar biofilme no ambiente em
gue estao presentes. Esse biofilme formado gera uma protecdo contra a adeséao de

bactérias maléficas aos hospedeiros, reduzindo o risco de danos a saude (SEGURA
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etal., 2020). Essa combinacdotambém é capaz de induziraproducdo de mucina, que
serve como uma barreira no epitélioruminal, servindo como reservatério de peptideos
e imunoglobulinas A (IgA), que auxiliamno combate de patégenos presentes nolimen
intestinal (SANTANO et al., 2020).

Outro efeito benéfico da utilizacdo de Bacillus licheniformis e Bacillus subitilis, &
perante as caracteristicas digestivas dos animais. GUOHUA & ANSHAN (2007) citam
que a utilizacdo de um probidtico a base de Bacillus licheniformis foi capaz de
aumentar a quantidade de microrganismos ruminais, maior quantidade de &cidos
graxos saturados e de propionato, além de diminuiras concentracdes de amébnia e
acido latico. Nesse mesmo estudo, foi observado que o uso de Bacillus licheniformis
foi capaz de aumentar a producéo de leite e o teor de proteina do leite. Bacillus sp.
produzem enzimas que podem facilitar o acesso dos microrganismos aos nutrientes,
melhorando assim, a digestibilidade de forragens e concentrados (PECH-
CERVANTES et al., 2019). PAN e colaboradores (2022), constataram que 0 uso
combinado de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis aumentou a digestibilidade in
vitro da matéria seca e fibra em detergente neutro (FDN) em 8 de 10 fontes diferentes
de forragem.
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3 HIPOTESE E OBJETIVOS

3.1 Hipétese

A hipotese do trabalho € que o uso de um probidtico a base de Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis € capaz de diminuir os efeitos do periodo de transicéo
frente ao desempenho zootécnico, aumentar a producéo e o teor de sdlidos do leite,
aumentar o consumo de matéria seca, melhorar a eficiéncia da producéo de leite.

3.2 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do uso combinado de
Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis no desempenho produtivo, qualidade do leite
e eficiéncia alimentar de vacas da raca Holandés em periodo de transicéo.

3.3 Objetivos Especificos

1. Avaliaro efeito do probiético no aumento da producao de leite de vacas
leiteiras no periodo de transicéo

2. Avaliar o efeito do probiodtico no aumento no teor de sélidos do leite de
vacas leiteiras no periodo de transicao

3. Avaliar o efeito do probiético no consumo de matéria seca de vacas
leiteiras no periodo de transicéo

4. Avaliar o efeito do probiético no pH e escore fecal de vacas leiteiras no
periodo de transi¢céo

5. Avaliar o efeito do probidtico frente ao peso e escore de condicéo

corporal de vacas leiteiras no periodo de transicao
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4 CAPITULOS

4.1 Artigo 1

Efeito do uso de um produto probidtico a base de duas cepas de Bacillus sp.
sobre a eficiéncia alimentar e producéo leiteira de vacas da raca Holandés no

periodo de transicao
este artigo serd submetido a revista Animals



26

Efeito do uso de um produto probidtico (Bovacillus) a base de duas cepas de
bacillus sp. no desempenho produtivo, parametros de qualidade do leite e
comportamento alimentar de vacas daraca holandés no periodo de transigao.
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do uso combinado de Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis no desempenho produtivo, qualidade do leite e
eficiéncia alimentar de vacas da raca Holandés em periodo de transi¢do. Vinte e seis
vacas da raca Holandés, 30 dias antes do parto, foram separadas conforme o peso e
numero de lactacdes em dois grupos: Grupo Bovacillus (n=13; Peso vivo: 723 £ 103),
recebendo uma dieta totalmente misturada (TMR) com a adi¢éo de 3g/vaca/dia de um
probiético comercial a base de Bacilluslicheniformis e Bacillus subtilis; Grupo Controle
(n=13; Peso vivo: 708 + 90), recebendo somente a TMR, sem a adicao do probiético.
Os animaisforam alocados em galpfesdo tipo compostbarn noiniciodo experimento
e foram acompanhados entre o periodo de trinta dias pré-parto e sessenta dias pos-
parto. Diariamente era mensurado o consumo de matéria verde e feitas coletas da
dieta para mensuracdo diaria da matéria seca. Também era feito diariamente o
controle da producéo de leite individual. Nos dias -30, -14, -4, 0, 4, 14, 30 e 60 as
vacas foram pesadas com utilizacéo de fita métrica e também tiveram seu escore de
condicao corporal (ECC) avaliado entre 1 e 5. Cada animal contou com 5 coletas de
leite cru para analise de composicao (gordura, proteina, lactose, Contagemde Células
Somaticas (CCS), Solidos Totais (ST) e Extrato Seco Desengordurado (EST)). Apos
a obtencdo dos resultados de producédo de leite, consumo de matéria seca e
composic¢ao do leite, foi calculada a eficiéncia alimentar, o leite corrigido para gordura
e energia. Foi possivel observar que o uso de um probidtico a base de Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis foi capaz de aumentar a producao de leite, quantidade
de Leite Corrigido para Gordura (LCG) e Leite Corrigido para Energia (LCE), além de
aumentara ingestdo de matéria seca e diminuirosniveis de CCS (p<0,05), entretanto,
a eficiéncia alimentar foi maior no grupo que néo recebeu a suplementacdo com o
probidtico (p<0,05). N&o houve efeito do probidtico sobre os teores de proteina,
gordura, lactose, EST, ST, L pH e escore de fezes, assim como, peso e ECC. A partir
disto conclui-se que o uso de um probiético a base de Bacillus licheniformis e Bacillus
subtilis € capaz de aumentar o consumo de matéria seca, producao de leite, diminuir
os valores de CCS do leite e melhor os valores de LCG e LCE.

Palavras-chave: Aditivos, Bacillus subtilis, Bacillus licheniforms, Pecuéaria de Leite.
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Abstract

The present study aimed to evaluate the effect of the combined use of Bacillus
licheniformis and Bacillus subtilis on the productive performance, milk quality and feed
efficiency of Holstein cows in the transition period. Twenty-six Holstein cows, 30 days
before calving, were separated by weightand number of lactations into two groups:
Bovacillus Group (n=13; Live weight: 723 + 103), receiving a fully mixed diet (TMR)
with the addition of 3g/cow/day of a commercial probiotic based on Bacillus
licheniformis and Bacillus subtilis; Control Group (n=13; Body weight: 708 + 90),
receiving only the TMR, withoutthe addition of the probiotic. The animals were placed
in compost barns at the beginning of the experimentandwere monitored between thirty
days pre-partum and sixty days post-partum. Green matter consumption was
measured daily,and dietary samples were taken to measure daily dry matter. Individual
milk production was also monitored daily. On days -30, -14, -4, 0, 4, 14, 30 and 60, the
cows were weighed using a measuring tape and also had their body condition score
(BCS) evaluated between 1 and 5. Each animal was contoured with 5 collections of
raw milk for composition analysis (fat, protein, lactose, Somatic Cell Count(SCC), Total
Solids (TS) and Defatted Dry Extract (EST)). After obtaining the results of milk
production, dry matter consumption and milk composition, feed efficiency was
calculated, the milk corrected for fat and energy. It was possible to observe that the
use of a probiotic based on Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis was able to
increase milk production, the amount of Milk Corrected for Fat (LCG) and Milk
Corrected for Energy (LCE), in addition to increasing the intake of dry matter and
decreased CCS levels (p<0.05), however, feed efficiency was higherin the group that
did notreceive probiotic supplementation (p<0.05). There was no effect of the probiotic
on the levels of protein, fat, lactose, EST, ST, L pH and stool score, as well as weight
and BCS. From this it can be concluded that the use of a probiotic based on Bacillus
licheniformis and Bacillus subtilis can increase dry matter consumption, milk
production, reducing milk SCC values and improving LCG and LCE values.

Key words: Additives, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Dairy Farming.



29

4.1.1 Introducéao

Durante a vida produtiva das vacas leiteiras, existem diversas fases em que 0s
animais sdo desafiados (SERRENHO et al., 2022). Dentre essas fases, o periodo de
transicdo é a mais desafiadora para os bovinos leiteiros, pois passam por diversas
alteracdes fisicas, hormonais, metabdlicas, dietéticas e de manejo (PROUDFOOQOT,
2023). Reducdo na ingestdo de matéria seca (IMS), balanco energético negativo
(BEN), reducao nas taxas reprodutivas, menor desempenho produtivoe ocorrénciade
doencas metabdlicas séo problemas relacionados ao periodo de transicdo (BOMBA,
et al., 2015; KUHLA., 2015; NETO et al., 2011, LEBLANC, 2023), sendo a gravidade
de cada um desses fatores relacionados com a adaptacdo da vaca as mudancas
ocorridas nessa fase (DENIZ et al., 2020).

Tendo em vista a importancia da saude da vaca leiteira no periodo de transicéo
para sua vida produtiva, tem-se buscado alternativas nutricionais para reduzir o
impacto dessa fase (VARHIDI et al., 2022). Os probiéticos sdo definidos como
organismos vivos que quando consumidos em concentracdes apropriadas, sao
benéficos a saude de quem os consome (SANDERS, 2008). Estes sdo organismos
viaveis e ndo patogénicos, sendo sua suplementacéo benéficaao hospedeiro, além
de competir com microrganismos patogénicos (UYENO et al., 2015). Seus efeitos no
organismo do animal sdo diversos, pois sdo capazes de melhorar a digestibilidade e
0 aproveitamento dos nutrientes, modular a flora microbiana do rimen e estabilizar o
pH ruminal,reduzindoaquantidade de acido latico e a chance de desenvolveracidose
ruminal subaguda (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008; VYAS et al., 2014).

Entre esses estdo os Bacillus sp., que sao géneros de bactérias gram-positivas
capazes de se esporular e sobreviver em ambientes onde normalmente outros
géneros de bactérias nao seriam capazes de sobreviver BERNARDEAU etal., 2017,
NICHOLSON et al., 2000). Dentre as diversas espécies de Bacillus, o uso de Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis tem demonstrado efeitos positivos naproducao de leite,
leite corrigido para gordura, leite corrigido para energia e também componentes do
leite, como gordura, proteina e lactose (LAMONTAGNE et al., 2023), além de também
serem capazes de melhorar a degradabilidade dos alimentos a nivel ruminal (QIAO et
al., 2010). Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do uso
combinado de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis sobre a eficiéncia alimentar e
desempenho produtivo de vacas da raca Holandés em periodo de transicao.
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4.1.2 Metodologia

O estudofoi realizado em umafazenda comercial de bovinosleiteiros localizada
no Sul do Brasil (32°16' S, 52° 32" W). Todos os procedimentos utilizando animais
foram aprovados pela Comissédo de Etica na Utilizacdo de Animais da Universidade
Federal de Pelotas, sob o nimero 016526/2023-64.

Vinte e seis vacas da raca Holandés, 30 dias antes do parto, foram separadas
conforme o peso e numero de lactagBes (1 a 4 lactagdes) em dois grupos: Grupo
Bovacillus (n=13; Peso vivo: 723 + 103), recebendo uma dieta totalmente misturada
(TMR; Tabelas 1) mais a adicao de 3g/vaca/dia (3,20 x 109 esporos viaveis/g) de um
probidtico comercial (Bovacillus, Christian Hansem, cidade, USA) a base de Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis, inserido novagao misturador responsavel pela mistura
da dieta do grupo; e Grupo Controle (h=13; Peso vivo: 708 + 90), recebendo somente
a TMR, sem a adicao do probidtico. As vacas foram alojadas em galpao coberto do
estilo compost-barn. Todas as vacas a partir do dia do parto (D0) até os 60 dias poés-
parto (D60) foram ordenhadas trés vezes ao dia, tendo as producdes de leite
registradas individualmente em litros e somados para ter os valores de producao diaria
(litros/dia), os procedimentos de ordenha foram realizados conforme manda a
legislagdo vigente no Brasil (IN 77) para boas praticas agropecuarias para
fornecedores de leite.

Tabela 1: Quantidade, ingredientes e analise bromatoldgica da dieta de vacas em
lactacdo utilizadas no estudo.

: Matéria : : . .
Ingredientes Seca (%) Quantidade incluida na dieta (kg)
Silagem de milho 32,5 42,0
Racéo comercial para alta lactagao 88,7 10,5
Residuo Cervejaria Umido 25,0 6,0
Pré-secado de azevem e trevo 44.2 5.5
persa

Andlise bromatoldgica

Nutrientes Unidade Quantidade
Matéria Seca % 42,02
Umidade % 57,98

Energia da forragem mcal/kg 1,67



Proteina bruta ajustada

Proteina degradavel no rimen
Proteina nao degradavel no ramen

Solubilidade da Proteina
degradavel no rimen

Solubilidade da proteina (% da PB)

Solubilidade da proteina degradavel
no raimen (% da PB)

Solubilidade da proteina néo
degradavel no ramen (% da PB)
Nitrogénio n&do protéico
Histamina

Metionina

Lignina

FDA

FDN

FDN de Forragem
Digestibilidade da FDN

FDN efetiva

FDN fisicamente efetiva
Total de AGV no rimen
Gordura

Gordura insaturada

%
%

%
%

ratio

ratio

ratio

%
g/kg
a/kg
%
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%
%
%
%
g/kg
%
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31

16,49
11,03

5,55

4,29

25,88

66,51

33,48

0,40
2,35
2,51
0,54
20,15
32,84
22,58
17,69
25,52
19,91
254,03
3,91
291

Uma vez ao dia, no periodo da manh&, a TMR era fornecida separadamente

para cada um dos grupos experimentais nos cochos mensuradores de consumo

(Intergado®, Brasil). A preparagao da dieta era feita utilizando vagdes misturadores

diferentes para cada tratamento, fazendo com que ndo houvesse residuos do

probidtico na dieta do grupo Controle e assim, ndo podendo interferir no seu

desempenho. Além disso, também era fornecida separadamente as dietas por estagio

produtivo, onde as vacas pré-parto [D-30 até o dia do parto (D0O)] recebiam TMR

calculada paravacas pré-parto e as vacas pos-parto (DO a D60), recebiam dieta para

vacas em pico de lactacdo. A separacédo por estagio produtivo era feitano cocho,onde
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0s animais possuiam um brinco eletrdnico e esse brinco faziaa abertura do cochoque
continha a dieta de acordo com o estagio produtivo da vaca.

As dietas foram formuladas para atender ou exceder 0s requerimentos para
vacas secas e lactantes, conforme o NRC 2021 conforme apresentado na tabela 1.
Todos os animais possuiam livre acesso a agua limpa e fresca ad libitum. O consumo
da dieta era mensurado conforme o acesso dos animais nos cochos, 0os quais
coletavam informac@es referentes ao consumo de matéria verde de cada animal por
dia.

A matéria seca da dieta era determinada diariamente, sendo coletada
separadamente por grupo e estagio produtivo, resultando em quatro analises de
matéria seca diarias. A mesma era mensuradaem aparelho elétrico com ventilacéo
forcada (AirFryer), onde era pesado 100g da matéria verde coletada da dieta e
submetida ao aquecimento em ventilacdo forcada a 120°C por 30 minutos, apos a
matéria era pesada e posto novamente ao aquecimento por mais 5 minutos (RIBEIRO,
2019). O processo era repetido até que o peso da amostra apresentasse um valor
constante, sendo esse, o valor da matéria seca da mesma.

O consumode matéria seca (CMS) dos animais era mensurado individualmente
e estimado de acordo com o consumo de matéria verde obtido pelo cocho mensurador
de consumo e pelo valor da matéria seca da respectiva dieta consumida. A
mensuracao era feita de acordo com a equacao: CMS= (consumo de matéria verde x

valor da matéria seca) /100. J& a eficiéncia alimentar foi calculada como a quantidade
de leite produzida no dia (kg) dividido pelo consumo de matéria seca por dia (KQ).

Nos dias -30, -14, -4, 0, 4, 14, 30 e 60, as vacas foram pesadas com utilizacao
de fita métrica (HEINRICHS et al., 2007) e também tiveram seu escore de condicéo
corporal (ECC) avaliado entre 1 e 5 (EDMONSON et al., 1989). Foi considerado ganho
de peso e ganho de ECC, valores de peso e ECC maiores do que as vacas
apresentavamno dia de entrada no estudo (D-30), j& a perda de peso e ECC, se dava
guando os animais apresentavam esses parametros inferiores aos observados no dia
de entrada do experimento. Além do peso e do ECC, nesses dias, também era feitaa
coleta individual de fezes e também avaliagdo do escore fecal. As fezes eram
coletadas individualmente por meio de estimulo retal e armazenamento dessas em
saco plastico esterilizado. O pH era medido por meio de um pHmetro digital (pHmetro

digital portatil pHteck, Brasil), inserindo o mesmo nas fezes coletas; ja o escore foi
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avaliado conforme a metodologia descrita por LITHERLAND, 2007., conforme a
seguinte pontuacdo do escore fecal: escore fecal 1: o estrume é muito liquido
(diarreia), indicando excesso de proteina ou amido; escore fecal 2: 0 estrume aparece
solto, ndo forma uma pilha, muitas vezes causados por uma falta de fibra efetiva na
dieta; escore fecal 3: esta € a pontuacao ideal, este estrume vai empilharentorno de
5cm de altura, com varios aneéis concéntricos com uma pequena depressdo da
covinhano meio; escore fecal 4: este estrume é mais espesso e forma pilhas de mais
de 5cm (vacas secas devem ter essa pontuacao); escore fecal 5. este estrume

aparece como espessas bolas fecais

Semanalmente, eram realizadas coletas individuais de leite cru, nas trés
ordenhas do dia. Embora as amostras fossem coletadas nas trés ordenhas, era feita
uma media dos resultados obtidos nessas representando os valores para cada vaca
no dia coletado, no total foram obtidas 5 coletas para cada animal. As amostras
coletadas eram armazenadas em recipiente contendo bronopol como conservante
antimicrobiano e enviadas para o laboratorio Unianalises, credenciado no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e Acreditado no Inmetro sob nimero CRL
0754. Foi quantificado contagem de células somaticas (CCS), concentracdes de
gordura, proteina, lactose, extrato seco desengordurado (ESD) e sélidos totais (ST).

ApoOs a obtencao dos resultados da composicéo do leite e também de producéo
do leite, foi calculado os valores do leite corrigido para gordura em 3,5% (LTG) e
também do leite corrigido para energia (LCE), conforme as equacdes:

LCG 3,5% = (0,4255 x kg leite) + [16,425 x (% gordura , 100) x kg leite]

LCE = (12.82 x gordura, kg/L) + (7.13 x proteina, kg/L) + (0.23 x producéo de
leite, kg)

Todos os dados foram analisados atraves da analise de variancia (modelo misto)
no software estatistico JIMP® PRO 17 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA). Todas as
variaveis foram analisadas com o teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da
normalidade. Somente a variavel CCS que nao apresentou distribuicdo normal, foi
transformada em LOG para a realizacdo do teste estatistico e depois transformada
novamente em numeral para apresentacao dos dados.

As variaveis independentes usadas foram: vaca, grupo, semana/dia de coleta.

Ja as variaveis dependentes foram: peso, ECC, producéo de leite, gordura, proteina,
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lactose, CCS, consumo de matéria seca, eficiéncia alimentar, escore fecal, pH fecal,
leite corrigido para gordura, leite corrigido para energia, sélidos totais, extrato seco
desengordurado. Todas as variaveis dependentes também foram avaliadas
considerando as semanas e/ou dias, sendo que a comparacao entre 0S grupos
considerou pontos de todas as coletas, dependendo das varidveis analisadas (Dias
pré-parto e/ou DELou 1, 2, 3, 4 e 5 semanas). A significancia foi determinadaem p <
0,05 e as tendéncias em p < 0,10.

4.1.3 Resultados

Sobre a producao de leite (tabela 2), a suplementacéao de Bacillus licheniformis
e Bacillus subtilis foi capaz de aumentar a producgéao de leite (p<0,001), mas ndo foi
possivel observar efeito nainteracéo entre os grupos e dias em lactacéo (Figura 1A).
A CCS foi diferente entre os grupos (p=0,0370), onde o grupo suplementado com
probidtico apresentou menor CCS que o grupo Controle (Figura 1B), ja os teores de

gordura, proteina, lactose, ESD e ST, n&do apresentaram diferenca entre os grupos
(p>0,05).

Ja a eficiéncia alimentar (tabela 2), valores de leite corrigido para gordura em
3,5% e leite corrigido para energia também foram diferentes entre os grupos
(p<0,001), onde o grupo alimentando com probiético a base de esporos de Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis apresentou melhor eficiéncia alimentar (Figura 1C) e
maiores volumes de leite corrigido para gorduraem 3,5% (Figura 1D) e leite corrigido
para energia (Figura 1E).

Tabela 2: Valores médios da producédo de leite cru, leite corrigido para gordura, leite

corrigido para energia, composicdo do leite e eficiéncia alimentar de vacas
alimentadas ou ndo com probiotico a base de Bacillus subtillis e Bacillus licheniforms.
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Parametros

Producéo de Leite (L)
LCG (3,5%) (L)1
LCE (L)?

Eficiéncia alimentar
(L/Kg)

Gordura%
Proteina%
Lactose%

CCS (x1000 cél./mL)
Solidos Totais%
Extrato Seco%
Desengordurado%

Bovacillus3 Controle

40,33
40,90
36,63

1,98

3,58
3,07
4,53
944,61
12,16

8,62

35,39
37,14
33,07

2,25

3,8
3,05
4,48

1616,60
12,3

8,56

Valores de P

Semana/ Grupo*
Grupo dia Semanal/dia
<0,001 <0,001 1
<0,001 <0,001 1
<0,001 <0,001 1
<0,001 - -
0,11 0,77 0,90
0,68 0,01 0,74
0,19 0,13 0,79
0,04 0,95 0,90
0,40 0,40 0,85
0,37 0,54 0,53

1| eite Corrigido para gordura em 3,5%. 2Leite Corrigido para energia. 3Bacillus licheniformis e

Bacillus subtilis.
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Figura 1:Producdo de leite (A), contagem de células somaticas (B), eficiéncia
alimentar (C), leite corrigido para energia (D) e leite corrigido para gordura 3,5 (E), de
vacas suplementadas com probidtico a base de Bacillus licheniformis e Bacillus
subtilis durante o periodo de transicéo.

Os parametros de desempenho zootécnico estdo descritos na tabela 3. O
consumo de matéria seca foi diferente no pré e pds-parto, como também nasoma dos
periodos (p<0,001), tendo o grupo Bovacillus apresentado um consumo maior de
matéria seca (Figura2A). O peso vivo ndofoidiferente no periodo pré-parto (p>0,005),
entretanto, apresentou diferenca no periodo pés-parto e na soma dos periodos
(p<0,005; Figura 2B). O escore de condicdo corporal ndo apresentou diferenca
durante o periodo pré-parto, tampouco na somando dos periodos (p>0,005); sendo

diferente somente no periodo pos-parto (p<0,005; figura 2C). O escore fecal foi
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diferente apenas no periodo pés-parto (p<0,005) e o pH fecal ndo demonstrou
diferenca (p>0,005).

Tabela 3: Média do consumo, Peso vivo, ECC, escore fecal e pH fecal, durante os

periodos pré, pés e soma dos periodos de avaliacdo de vacas alimentadas com
probidtico a base de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis ou controle.

Parametros

CMS! (Kg)
Peso Vivo
(Kg)
ECC?
Escore Fecal
Ph Fecal

CMS! (Kg)
Peso Vivo
(Kg)
ECCz2
Escore Fecal
Ph Fecal

CMS! (Kg)
Peso Vivo
(Kg)
ECC?
Escore Fecal
Ph Fecal

Bovacillus3

15,2164

737
3,45
2,77
6,66

21,82

731,65
3,23
2,65
6,42

19,34

731,65
3,23
2,65
6,42

Valores de P
Controle Grupo Coleta Grupo*Coleta
Pré-Parto
12,474 <0,001 0,0813 0,698
724 0,1738 0,7823 0,8577
3,59 0,8253 0,4988 0,8397
2,25 0,8781 0,6377 0,5593
6,64 0,8781 0,6377 0,5593
Pos-Parto
18,08 <0,001 <0,001 0,3977
676,24 0,001 0,5244 0,9887
3 0,0153 0,4739 0,2749
2,34 0,0097 <0,001 0,1573
6,41 0,8401 <0,0001 0,5952
Todo o periodo
16,19 <0,001 <0,001 0,8
676,24 0,001 0,1359 0,0879
3 0,07 0,01 0,27

2,34 0,9405 <0,0001 0,8429
6,41 0,801 <0,0001 0,7684

1Consumo de Matéria Seca. 2 Escore de Condi¢gao Corporal. 3Bacillus licheniformis e Bacillus

subtilis.
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Figura 2: Consumo de matéria seca (A), Peso vivo (B) e Escore de condicédo corporal
(C), de vacas suplementadas com probidticos a base de Bacillus licheniformis e
Bacillus subtilis ou controle, durante o periodo pés-parto.

4.1.4 Discusséo

Foi possivel observar que o uso de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis foi
capaz de aumentar o CMS, aumentou a producéao de leite, LCG, LCE e apresentou
melhor eficiéncia alimentar que o grupo controle. A producao de leite foi maior para o
grupo que recebeu a suplementacdo com o probidtico, 0 que corrobora com 0s
resultados achados em outros estudos, embora nosso periodo de suplementacéo
tenha sido maior que os estudos citados (SOUZA et al., 2017; JIA et al., 2022;
LAMONTAGNE et al., 2022). O aumento na producao de leite € possivelmente
decorrente do menor custo energético com resposta imune, da maior ingestdo dos
alimentos e também pela maior absorcédo dos nutrientes no intestino, deixando uma
maior quantidade de nutrientes disponiveis para sintese de leite na glandula mamaria
(SUN etal., 2013; JIA et al., 2022).

Os efeitos no CMS da suplementacédo de probidticos a base de Bacillus sp.
nao é consistente naliteratura, onde estudos apresentaram reducdo noCMS (GOETZ
etal., 2022), aumentono CMS (JIA et al., 2022) e até mesmo ndo demonstrando efeito
(SOUZA et al., 2017; LAMONTAGNE et al., 2022). Porém, nossos resultados véo de
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encontro com o que é abordado na literatura, uma vez que a producao de leite esta
diretamente ligada ao consumo de matéria seca, que acaba disponibilizando maior
quantidade de energia para sintese de leite na glandula maméaria (KRAATZ et al.,
2009). Embora néao tenham observado maior CMS, outros estudos observaram um
aumento na producao, no LCE e LCG (SUN et al.,2013; SOUZA et al., 2017; JIA et
al., 2022). JIA e colaboradores (2022), acreditam que o efeito do maior consumo de
matéria seca é decorrente do efeito da melhora da imunidade e uma sobra de energia
que seria destinada ao combate de enfermidades, também devido a melhora da
digestdo dos alimentos norimen e da maior absorcao dos nutrientes a nivelintestinal.
Entretanto, mais estudos séo necessarios para compreender esse dinamismo.

Juntamente ao maior consumo de matéria seca, uma menor resposta inflamatéria
também pode ser fator responsavel pelo aumento na producéao de leite. Durante o
periodo de transicdo, ocorrem diversos tipos de estresses, como estresses
ambientais, sociais, nutricionais e fisiolégicos, que acabam por afetar a integridade da
barreira intestinal e gerar ativacdo do sistema imune, causando um processo
inflamatério no local (BERTONI et al., 2018). Vacas mesmo que saudaveis acabam
passando por um processo inflamatério apds o parto (TREVISI et al., 2012), sendo
diferente apenas a gravidade da resposta inflamatoria (HUZZEY etal., 2009). O custo
para gerar um processo inflamatorio robusto € energeticamente caro e tem preferéncia
sobre a sintese de leite (JOHNSON, 2012; KVIDERA, et al., 2017), o que corrobora
com os resultados obtidos, pois as vacas do grupo com suplementacdo com
probidtico, além de aumentara producao de leite, também tiveram uma reducédo CCS,
que é o principal marcado de processo inflamatériona glandulamamaria. CCS altano
parto e depois deve diminuir, por alta concentracdo de células epiteliais, e néo
leucécitos. CCS x producéo de leite

No presente estudo, as vacas suplementadas com as duas espéciesde bacillus
apresentaram menor quantidade de células soméaticas no leite, demonstrando menor
custo energético com processos inflamatorios. A CCS € um importante marcador da
saude do Ubere por quantificar as células somaticas presentes no leite, constituidas
principalmente por células epiteliais descamadas, macréfagos e neutréfilos
(ALHUSSIEN;DANG., 2018). Animaisque apresentam maiores niveisde CCS podem
possuir concentracdes aumentadas de NEFA e BHB devido ao maior requerimento
energético causado pela inflamacado na glandula mamaria (BOUVIER-MULLER et al.,

2016). Nossos resultados vao ao encontro de outro trabalho que aborda o uso de
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Bacillus subtilis, em que diminuiua CCS do leite, mas o mecanismo de acdo nao é
claro (SUN et al., 2013).

Um impacto benéfico do uso de probiéticos a base de Bacillus na resposta
imune foi obtido usando ratos como modelo para doenca intestinal (SELVAM et al.,
2009) e em porcas gestantes (ZHANG et al., 2020). O uso de Bacillus subtilis é capaz
de reduzir os niveis de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-13, IL-6 e IFN-y e
aumentar os niveis de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 (SELVAM et al., 2009).

O pH fecal € um parametro que se observa uma reduc¢éo acentuadano pos-
parto recente devido a transicdo de uma dieta rica em fibras para uma dieta adensada
em energiae proteina para suprir as demandasda lactacdo (MCCARTHY et al., 2020).
Esperava-se que a suplementacdo com Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis fosse
aumentar o pH fecal, demonstrando um aumento na saude intestinal (ABEYTA et al.,
2023). Entretanto, no presente estudo ndo é possivel observar diferencano pH fecal
entre os grupos. O escore fecal foi diferente durante o periodo pds-parto, mas sem
demonstrar diferenca no periodo pré-parto e durante o periodo de transicdo como um
todo. Uma reducéo no escore fecal normalmente pode estar relacionado com uma
maior taxa de passagem de carboidratos do ambiente ruminal para o litmen intestinal,
gue por consequéncia, aumenta a fermentacao desse nutriente no limen intestinal e
causa acumulo de acidos organicos, levando a uma disbiose da microbiota local
(GRESSLEY et al.,, 2011; PLAIZIER et al.,, 2017). O aumento da acidez e da
osmolaridade do intestino grosso causada pelo acimulo de AGNES, acaba néo
apenas dificultando a fermentacgéo e a absorcao de nutrientes (HOLTUG et al., 1992;
PLAIZIER et al., 2008), mas também pode anular os mecanismos de defesa da
mucosa, causando secrecdo patolégica de muco e fluidos, levando a diarreia
(PLAIZIER et al., 2008).

Esses resultados demonstram que os animais tratados com o Bovacillus
sofreram menos os efeitos do periodo de transi¢do, sendo mais eficientes na producéo
de leite, consumindo maior quantidade de matéria seca, também apresentando uma
maior resposta imune, o que acaba por utilizar melhor a energia disponivel sem
necessitar mobilizar as reservas corporais de maneira robusta.
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4.1.5 Concluséao

A adicao de um probidtico a base de Bacillus licheniformis e Bacillus subitilis foi
capaz de aumentar o consumo de matéria seca pré e pos-parto, aumentara producao
de leite, leite corrigido para gordura 3,5% e leite corrigido para energia, reduzir 0s
valores de CCS do leite, melhorar a eficiéncia alimentar.
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5 CONCLUSAO GERAL

No presente estudo, o uso de um probidtico a base de Bacillus licheniformis e
Bacillus subtilis foi capaz de aumentara producéao de leite, quantidadede LCG e LCE,
além de aumentar a ingestdo de matéria seca, eficiénciaalimentare diminuiros niveis
de CCS. Esses resultados demonstram que a utilizacdo de composto é capaz de
auxiliar as vacas no periodo de transi¢cdo a produzir mais leite e também ter uma
melhor qualidade de vida devido a maior saude da glandula mamaria e menor
ocorrencia de inflamacao nessa regido. Entretanto, mais estudos sdo necessarios
para saber com clareza quais os mecanismos de acdo deste probidtico frente a
digestdo dos nutrientes e da resposta imune.
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Mzgisterio Superior, sm 30,/06/2023, a5 1537, oordorme horerio ofidal de Erasiis, oom fundamento
no art. 29, § 3%, do Decreto ng 10 343, ge 12 de novermong de SO0
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