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RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da alimentacdo de galinhas poedeiras semipesadas
com racdes contendo niveis crescentes de probidticos Bacillus subtilis, sobre
parametros de desempenho zootécnico (consumo de racdo, producdo de
ovos/ave/dia, producdo de ovos comercializaveis, massa de ovos, conversao
alimentar por duzia e por massa de ovos e viabilidade das aves), qualidade de ovos
(peso do ovo, gravidade especifica, unidade Haugh, indice de gema, porcentagem
dos componentes do ovo, espessura da casca e cor de gema), vilosidades
intestinais e presenca de Salmonella enteritidis. O experimento teve duracao de 112
dias, divididos em quatro periodos de 28 dias cada. Foram utilizadas 210 galinhas
semipesadas da linhagem Hisex Brown®, com 30 semanas de idade, distribuidas
em delineamento inteiramente casualizado composto por seis tratamentos com sete
repeticbes de cinco aves por unidade experimental. Os tratamentos comparados
foram racdo controle negativo sem suplementacdo com probidtico ou antibidtico,
racdo controle positivo (uso do antibiético Halquinol) e ra¢cdes com suplementacéo
de 100, 150, 200 e 250 g por tonelada de racéo de aditivo probiotico Bacillus subtilis.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo que, para 0S
parametros significativos ao nivel de 5% de probabilidade, procedeu-se a regressao
polinomial. Os parametros de desempenho zootécnico como, consumo de racao,
producdo de ovos-ave/dia, producdo de ovos comercializaveis, massa de ovos,
conversdo alimentar por dizia e por massa de ovos e viabilidade das aves e de
qualidade de ovos como, peso do ovo, unidade Haugh, indice de gema,
porcentagem dos componentes do ovo (gema, albumen e casca), espessura da
casca e cor de gema e parametros histomorfolégicos do jejuno, ndo apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) com excecdo ao parametro de gravidade
especifica que, de acordo com o modelo de regresséo ajustado, apresenta 0 menor

valor com a adi¢cao de 130 gramas de Bacillus subtilis por tonelada de racao.

Palavras-chave: Avicultura. Bacillus subtilis. Postura comercial.



ABSTRACT
Use of probiotic in antibiotic replacement in diets of commercial laying hens

The objective of this study was to evaluate the effect of feeding on diets containing
increasing levels of Bacillus subtilis probiotics, in semi-heavy laying hens, within the
parameters of zootechnical performance (feed intake, , marketable egg production,
daily egg production per hen, egg mass, feed conversion per dozen and by egg mass
and viability of birds), egg quality (egg weight, specific gravity, Haugh unit, yolk index,
percentage of egg components, shell thickness and yolk color), intestinal villi and
presence of Salmonella enteritidis. The experiment lasted 112 days, divided into four
periods of 28 days each. We used 210 semi-heavy Hisex brown chickens®, at 30
weeks of age, distributed in a completely randomized design composed of six
treatments with seven replicates of five birds per experimental unit. The compared
treatments were negative control diet without probiotic or antibiotic supplementation,
positive control ration (use of the antibiotic Halquinol) and diets with supplementation
of 100, 150, 200 and 250 g per ton of probiotic additive ration Bacillus subtilis. The
results were submitted to variance analysis, and for the significant parameters at the
level of 5% probability, polynomial regression was performed. The parameters of
zootechnical performance such as feed intake, bird egg production/day, production of
marketable eggs, egg mass, feed conversion per dozen and by egg mass and
viability of birds and egg quality such as egg weight, Haugh unit, yolk index,
percentage of egg components (yolk, aloumen and shell), shell thickness and yolk
color and histomorphological parameters of jejunum, did not present significant
differences (p<0.05) except for the specific gravity parameter which, according to the
adjusted regression model, presents the lowest value with the addition of 130 grams

of Bacillus subtilis per ton of ration.

Keywords: Poultry Farming. Bacillus subtilis. Commercial posture.
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1 INTRODUCAO

O ovo € uma das principais fontes de proteina animal consumidas no Brasil e
esta presente em grande parte dos domicilios, por ser uma fonte de proteina animal
de custo acessivel e, principalmente, por ser um alimento saudavel e nutritivo.

O consumo de ovos per capita pelos brasileiros foi de 230 unidades no ano de
2019 e 212 unidades no ano de 2018, mostrando um aumento de 8,49% segundo o
relatério da Associacdo Brasileira de Proteina Animal de 2020 (ABPA). Conforme
este mesmo relatorio, a producgéo foi de 49.055.709.215 unidades no ano de 2019 e
44.487.496.586 no ano de 2018.

Estes crescimentos geram constantes buscas dos produtores de ovos por
maiores resultados produtivos, os quais estdo ligados a capacidade das aves em
aproveitar ao maximo o valor nutricional dos alimentos.

Uma das alternativas amplamente utilizadas para viabilizar a producdo e
proporcionar melhoria dos indices zootécnicos na avicultura de postura e de corte é
0 uso de antibidticos como promotores de eficiéncia alimentar. Entretanto, alguns
produtores utilizam esta ferramenta de maneira indiscriminada na busca de altos
desempenhos zootécnicos. Devido a isso, em 2008 a Unido Europeia restringiu o
uso de aditivos antimicrobianos como promotores de crescimento na producao
animal.

Seguindo a mesma tendéncia, o Brasil vem limitando o uso desses aditivos,
sendo os casos mais recentes o do sulfato de colistina, cujo armazenamento e uso
em todo territério nacional para alimentacdo animal foi proibido por meio da
Instrucdo Normativa N° 45, de 22 de novembro de 2016 (BRASIL, 2016) e da
Tilosina, Lincomicina e Tiamulina, proibidos pela Instrucdo Normativa n° 01, de 13
janeiro de 2020.

Atualmente, a disponibilidade de informacdes acessiveis a populacdo tem
possibilitado que discussdes sobre alimentacdo saudavel, forma de producédo de
alimentos e tecnologias envolvidas na producéo de proteina animal sejam cada vez
mais frequentes, evidenciando a preocupacdo das pessoas quanto a sua
alimentacdo. Neste sentido, a presenca de residuos de aditivos melhoradores de

desempenho em carnes, leite e ovos pode ser considerada um fator relevante para a
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opinido publica acerca do alimento e, consequentemente, repercutir na sua intencao
de consumo.

Neste contexto, com as restricbes impostas pelo de usos de antimicrobianos
tanto no mercado nacional quanto no mercado internacional, encontrar substitutos
para 0s antimicrobianos promotores de crescimento tornou-se de fundamental
importancia para a manutencdo da produtividade no setor avicola.

Entre os substitutos dos aditivos promotores de eficiéncia alimentar,
encontram-se diversos produtos que estdo em estudo, como 0s acidos organicos,
Oleos essenciais, extratos vegetais, probidticos, prebiodticos e simbidticos.

Dentre estes, os probioticos possuem um forte enfoque na alimentacdo
animal, uma vez que tém a capacidade de produzir beneficios no hospedeiro,
melhorando, de forma ativa, a absorcdo de nutrientes. Além disso, os probibticos
sado microrganismos vivos que, quando ingeridos em quantidades suficientes,
melhoram a flora microbiana intestinal por competicAo aos microrganismos
patogénicos, além de estimularem a imunidade do hospedeiro.

Na nutricdo animal, diversas pesquisas demonstram que probidticos
administrados para galinhas poedeiras, durante o ciclo de producdo, podem
melhorar as caracteristicas de desempenho e qualidade de ovos. Este fato sugere
que os probidticos podem ser uma alternativa vidvel na substituicdo de aditivos
antimicrobianos (antibiéticos) na alimentacdo desses animais.

Um dos probidticos que vem sendo estudado com frequéncia trata-se das
cepas de Bacillus subtilis, devido as suas grandes vantagens que vao desde o
mecanismo de ac¢do no hospedeiro referente a sua capacidade de esporular,
garantindo a sobrevivéncia ao transito pelo estomago, até a capacidade de se
manter vidvel na producdo e armazenamento de racoes.

No entanto, os resultados de pesquisas sobre a utilizacdo de probidticos
principalmente aos Bacillus subtilis em galinhas poedeiras ainda sdo alvo de
contradicbes e, com isso, faz-se necessario a conducdo de mais estudos acerca
deste tema. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar o desempenho
zootécnico, qualidade de ovos, parametros histologicos intestinais e presenca
bacteriologica dos ovos e de galinhas poedeiras semipesadas alimentadas com

racOes adicionadas de probiotico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Avicultura no Brasil

A avicultura industrial no Brasil pode apresentar um ponto inicial no final da
década de 1950, periodo gque inicia-se a substituicdo da antiga avicultura comercial e
foi nessa época também que comecaram a ser estruturados os novos galinheiros,
incluindo novos métodos de manejo, paralelamente nesse periodo o Instituto
Biolégico de S&o Paulo, entre outras instituicdes comecaram a se tornar mais unidos
no sentido da melhoria no do controle sanitario em geral (SORJ et al., 2008).

Os sistemas de criacdo e manejo de galinhas poedeiras podem ser
classificados em intensivos, podendo ser em gaiolas ou sobre o piso, em galpdes
abertos ou fechados e sistemas extensivos ou alternativos como os free range,
organico, colonial ou tipo caipira (AMARAL et al., 2008).

Nas maioria das granjas comerciais, as aves sao criadas em sistemas
intensivos com baterias de gaiolas em escala industrial, sistema este que foi
desenvolvido para uma alta producdo, resultado da evolucdo tecnoldgica de
producéo e que vem alinhado com o desenvolvimento do melhoramento genético, da
nutricdo, manejo, sanidade e ambiéncia (SILVA FILHO, et al., 2015).

Atualmente o Brasil vem apresentando uma alta crescente na producdo e no
consumo de ovos, cujas causas estdo relacionadas com o aumento das tecnologias
de producdo, a elaboracdo de novos produtos como processos de ovos
pasteurizados e a quebra de mitos quanto ao ovo ser um vildo em relagcdo ao
colesterol .

Segundo o relatério da ABPA (2020), no ano de 2018 mais de 50% da
producdo nacional é concentrada em trés estados, onde Sao Paulo foi quem mais
alojou pintainhas com 32,97%, seguindo por Minas Gerais que alojou 9,99% e o
Espirito Santo com 10,83%. Ainda segundo este relatério a producédo Brasileira de
ovos tem sua grande parcela para o consumo interno ( 99,59%) e apenas 0,41%

para o mercado internacional.

2.2 Antimicrobianos (antibiéticos e quimioterapicos)
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A descoberta dos antimicrobianos, farmacos milagrosos do século XX, foi um
grande avanco para a aplicacao terapéutica tanto na medicina humana quanto na
veterinaria e agricultura (SILVA, 2019).

Alexander Fleming descobriu o antibiotico penicilina de forma acidental
guando, em um estudo, semeou uma placa com Staphylococcus aureus, deixando-a
sobre a bancada durante suas férias e, ao retornar, verificou que havia uma
contaminag&o nas placas por um fungo e nas proximidades as bactérias semeadas
estavam aparentemente sofrendo lise. Em 1941, com a Segunda Guerra Mundial, os
cientistas Chain e Florey testaram pela primeira vez a penicilina em humanos, apos
comprovacao da eficacia em animais (BEZERRA et al., 2017). Ainda segundo estes
autores, o primeiro estudo cientifico na avicultura foi publicado em 1949, atribuindo o
uso de clortetraciclina em niveis subterapéuticas para aves.

O sucesso na produtividade da avicultura depende, dentre outros fatores, da
salde intestinal das aves para que se obtenha a maxima eficiéncia na absorcéo dos
nutrientes e, assim, melhorando o desempenho produtivo. Devido as criacfes
intensivas e a susceptibilidade das aves de adquirirem doencas, torna-se evidente a
necessidade de se utilizar aditivos que beneficiem a flora intestinal e, neste caso, 0s
aditivos antimicrobianos que modulam a microbiota das aves (DALOLIO et al.;
2015).

Os antibiéticos, usados como promotores de crescimento, tém sido muito
utilizados na avicultura e em grande parte de maneira indiscriminada na busca de
maior desempenho zootécnico (SOUZA et al., 2014).

Conforme descreve Cardoso (2017), o uso de antimicrobianos como
promotores de eficiéncia alimentar é bastante controverso, uma vez que as doses
administradas séo subterapéuticas, o que pode promover a selecdo de populagdes
bacterianas resistentes aos antimicrobianos.

A resisténcia adquirida pelo microrganismo € uma propriedade que pode ser
explicado como a mutagdo no DNA ou pela aquisicdo de um gene de resisténcia e, a
partir do surgimento desse isolado resistente, cepas de bactérias inicialmente
suscetiveis a determinado antimicrobiano podem tornar-se resistentes, geralmente,

apos selecao resultante do uso do principio ativo (CARDOSO, 2017).
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E fato que a relagdo custo-beneficio favorece o uso de antibioticos como
aditivos na alimentacdo das aves, contudo, devido as proibi¢cdes de uso de aditivos
antibioticos melhoradores de desempenho pela Unido Europeia, pesquisadores
brasileiros vém se esforcando no desenvolvimento de pesquisas para a utilizacdo de
substancias que possam ser substitutos dos antibiéticos e que possam melhorar o
desempenho das aves e a qualidade do produto final (LEMOS et al.; 2016)

Recentemente, no Brasil, foi proibido o uso de alguns aditivos antimicrobianos
gue eram passiveis de serem utilizados na avicultura, como o sulfato de colistina,
proibido pela Instrucdo Normativa n°® 45 de 22 de novembro de 2016, e a Tilosina,
lincomicina e tiamulina, proibidos pela Instrugdo Normativa n°® 01, de 13 janeiro de
2020.

Dentre os promotores de eficiéncia alimentar utilizados na avicultura liberados
para utilizacdo em aves de postura, encontra-se o clorohidroxiquinolina, conhecido
como Halquinol. O Halquinol € uma substancia cuja mistura se da através de 5,7-
dicloro-8-quinolinol, 5-cloro-8 quinolinol e 7-cloro-8-quinolinol, sendo um
quimioterapico, de amplo espectro contra bactérias gram positivas e negativas,

protozoarios e fungos, em suinos e em aves (CARDOSO et al., 2002).

2.3 Probiético

De acordo com Rocha et al. (2010), os probiéticos sdo microrganismos Vivos
gue quando ingeridos em quantidades suficientes, melhoram a flora microbiana
intestinal por exclusdo dos microrganismos patogénicos, além de estimularem a
imunidade do hospedeiro.

O termo probidtico foi utilizado primeiramente por Lilly e Stillwell, no ano de
1965, quando observaram nos microrganismos a acdo de promotor de crescimento,
definindo-os como ‘pro-vida’ ao contrario dos antibidticos ‘contra-vida’. No ano de
1907, Elie Metchnikoff, do Instituto Pauster, na Franca, observou que os probiéticos
produziram, no hospedeiro, uma certa sinergia porque disputavam com bactérias
patogénicas no intestino (MOTHCI, 2017). Outra definicdo aos probidticos foi

formulada por Kuritza et al. (2014), os quais 0s descrevem como uma Unica ou uma
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mistura de culturas de microrganismos vivos que, quando aplicadas a animais ou em
seres humanos, afetam beneficamente o hospedeiro, melhorando as propriedades
da microbiota enddgena.

Os probidticos podem ser diferenciados em espécies colonizadoras, como o
Lactobacillus e Enterococcus spp. ou ndo colonizadoras, de transito intestinal livre,
como o Bacillus spp. e o Saccharomyces cerevisiae. Contudo, nas aves a acao dos
probidticos é promovida por alguns mecanismos como a producdo de acidos
organicos e substancias tidas como antimicrobianas, promovendo estimulo ao
sistema imune, a protecdo dos vilos e das superficies de absor¢cdo contra toxinas
produzidas por microrganismos patégenos (COELHO, 2015).

Além do fato das proibicdes ao uso dos antimicrobianos ja citados no item
anterior, sua aplicacdo na industria avicola vem sendo amplamente estudada nos
altimos anos, tanto para o controle de doencas quanto por seu efeito na eficiéncia
alimentar (GIL de los SANTOS et al., 2008)

2.4 Morfologia e microbiota intestinal das aves

Nas galinhas de postura, o sistema digestério € composto de bico, faringe,
esbfago, inglavio, proventriculo, moela, 6rgaos anexos (figado e pancreas), intestino
delgado (duodeno, jejuno e ileo), ceco, célon e cloaca. Dentre estes, o intestino
delgado é onde ocorre importante etapa da digestdo e absorcdo de nutrientes. A
digestdo ocorre por meio de sais biliares e enzimas que séo produzidos pelo figado
e pelo pancreas.

O intestino € revestido internamente por uma mucosa intestinal cujas
caracteristicas sao dobras microscopicas denominadas vilosidades ou vilos. Estas
vilosidades proporcionam maior area de superficie da parte interna, permitindo maior
digestdo e absorcéo intestinal. Os epitélios dos vilos sdo compostos por trés tipos
celulares sendo, as caliciformes, os enterdcitos e as células enteroenddcrinas que
participam da digestéo, absorcéo e defesa (PIRES, 2016).

A mensuracao do desenvolvimento da mucosa intestinal pode ser avaliada

pela quantidade, altura dos vilos e profundidade de cripta. Este processo é
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correspondente ao acréscimo no numero de células epiteliais como enterdcitos,
células caliciformes e enteroenddcrinas (STRINGHINI et al., 2013).

Ainda segundo Stringhini et al., (2013), os processos de aumento no tamanho
e numero de vilos ocorre pela renovacao celular, através dos mecanismos de
proliferacdo e diferenciagdo. Estes mecanismos s&o resultantes das divisdes
mitoticas que ocorrem nas células totipotentes presentes na cripta e ao longo dos
vilos e pela extrusdo (perda de células, apoptose) que é um processo normal que
ocorre no apice dos vilos. Ambos 0s mecanismos proporcionam a manutencdo do
tamanho dos vilos e a capacidade digestiva e de absorgéo intestinal.

O trato intestinal das aves € colonizado por inUmeras bactérias em géneros e
espécies. Essas bactérias persistem ao longo da vida do hospedeiro, passando a
fazer parte da microbiota intestinal. Os principais géneros bacterianos identificados
na microbiota cecal de aves séo: Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium, Citrobacter,
Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Eubacterium, Fusobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Peptostreptococcus, Propionibacterium,
Ruminococcus, Serratia, Veillonella e Streptococcus (SILVA e FILHO, 2000).

Andreatti Filho et al. (2006) descreveram a microbiota das aves relacionando-
a com seu local de atuacdo, onde os Lactobacillus salivarius, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus reuteri predominavam no inglivio e intestino delgado,
enquanto L. acidophilus foi encontrado no inglavio, cloaca, duodeno, jejuno e cecos,

todas estas apresentando fungdes benéficas contra bactérias patogénicas.

2.5 Modo de acéo de antimicrobianos e probiéticos nas aves

Os antimicrobianos possuem como principais mecanismos de acdo: a inibicao
da sintese de parede celular, a inibicdo da sintese de proteinas, a inibicdo da
sintese de &cidos nucleicos, o dano & membrana plasmética e a inibicdo da sintese
de metabdlitos essenciais (BEZERRA et al., 2017).

Costa et al. (2007), relataram que os antibidticos agem sobre as bactérias
e/ou fungos sensiveis ao principio ativo, promovendo efeito bactericida com a morte

do microrganismo ou efeito bacteriostatico, interrompendo seu crescimento e sua
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reproducdo. Esses efeitos podem ocorrer na parede celular dos microrganismos,
proporcionando alteragbes na permeabilidade da membrana citoplasmatica,
interferéncias na replicacdo cromossOémica e na sintese proteica da célula.

Alguns antimicrobianos adicionados na alimentacdo das aves, apesar de
possuirem objetivo semelhante, apresenta mecanismo de ac¢éo diferenciada. Este o
caso do Avoparcina, que possui acdo apenas em bactérias gram-positivas e sua
acao antibacteriana parece estar relacionada com a inibicdo da biossintese de um
mucopeptideo presente na parede celular das bactérias. A Colistina, ja banida no
Brasil desde 2016, é um antibidtico peptidico dificilmente absorvido pelo trato
intestinal, que tem ac¢do antibacteriana contra varios organismos gram negativos,
incluindo E. coli, Salmonella sp e Pseudomonas, inibindo a sintese proteica e
alterando a permeabilidade seletiva da membrana celular. J& a Clorhexidina age
contra grande numero de bactérias gram-negativas, gram-positivas, aerobicas e
anaerobicas, levedos, fungos, esporos e virus, modificando a estrutura e a funcéo de
sua parede celular (ZUANON et al., 1998).

Segundo Bruno et al. (2012), os probidticos, por sua vez, podem ser uma
alternativa aos antibidticos, frequentemente utilizados na avicultura.  Esses
probiéticos devem manter a acdo promotora do crescimento dos animais e, ao
mesmo tempo, deletar os efeitos indesejaveis que é a resisténcia bacteriana, tendo
como modo de acdo a exclusdo competitiva em nivel intestinal das aves,
melhorando assim o seu desempenho.

A nivel intestinal, Murarolli (2008) cita que para a eficiéncia dos probiéticos,
estes devem ser administrados nas primeiras fases de criacdo das aves, tendo como
mecanismos de acdo a competicdo com bactérias patogénicas por sitios de ligacao
no epitélio intestinal, competicdo por nutrientes, producdo de compostos
antibacterianos, supressédo da producdo da amonia no intestino e neutralizacéo de
enterotoxinas.

Os microrganismos probidticos benéficos existentes na microbiota das aves
tém caracteristicas e agdes em locais proprios, de modo que as espécies do género
Lactobacillus tais como L. salivarius, L. fermentum e L. reuteri encontram-se no
intestino delgado; a L. acidophilus no duodeno, jejuno, ceco e na cloaca e as L.

reuteri e L. salivarius no ceco.
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A microbiota das aves, também contribui com a proliferacdo de outras
bactérias benéficas como Veillonella spp., Bacillus spp., Bifidiobacteriuim spp.,
Bacteriodes spp., as quais sintetizam &cidos graxos volateis, diminuem a
concentracdo de oxigénio, reduzem o pH e se aderem a mucosa intestinal e com
isso, limitam a multiplicacdo de bactérias patogénicas como Escherichia coli,
Salmonella spp. e Campylobacter spp, que sao prejudiciais a saude das aves
(MOTHCI, 2017).
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CAPITULO | = ARTIGO

RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da alimentacdo com ra¢des contendo niveis crescentes
de probidticos Bacillus subtilis sobre o desempenho zootécnico, qualidade de ovos,
vilosidades intestinais e presenca de Salmonella enteretidis em galinhas poedeiras
semipesadas. O experimento teve duracdo de 112 dias, divididos em quatro
periodos de 28 dias cada. Foram utilizadas 210 galinhas semipesadas da linhagem
Hisex Brown®, com idade de 30 semanas, distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado composto por seis tratamentos (racfes) e sete repeticbes
com cinco aves por unidade experimental. Os tratamentos foram racdo controle
negativo sem suplementacdo com probiético ou antibiético, racdo controle positivo
(uso do antibiético Halquinol) e rac6es com suplementacéo de 100, 150, 200 e 250 g
por tonelada de racdo de aditivo probibtico Bacillus subtilis Os parédmetros de
desempenho zootécnico foram consumo de racdo, producdo de ovos-ave/dia,
producdo de ovos comercializaveis, massa de ovos, conversao alimentar por duzia e
por massa de ovos e viabilidade das aves. Para a qualidade de ovos avaliou-se o
peso do ovo, gravidade especifica, unidade Haugh, indice de gema, porcentagem
dos componentes do ovo gema, albumen e casca, espessura da casca e cor de
gema. Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo que, para os
parametros significativos ao nivel de 5% de probabilidade, procedeu-se a regressao
polinomial. Os parametros de desempenho zootécnico como, consumo de racao,
producdo de ovos-ave/dia, producdo de ovos comercializaveis, massa de ovos,
conversdo alimentar por dizia e por massa de ovos e viabilidade das aves e de
qualidade de ovos como, peso do ovo, unidade Haugh, indice de gema,
porcentagem dos componentes do ovo (gema, albiumen e casca), espessura da
casca e cor de gema e parametros histomorfolégicos do jejuno, ndo apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) com exce¢do ao parametro de gravidade
especifica que, de acordo com o modelo de regressao ajustado, apresenta 0 menor

valor com a adicao de 130 gramas de Bacillus subtilis por tonelada de racao.

Palavras-chave: Aditivos. Avicultura. Bacillus subtilis.
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ABSTRACT
Use of probiotic in antibiotic replacement in diets of commercial laying hens

The objective of this study was to evaluate the effect of feeding diets containing
increasing levels of Bacillus subtilis probiotics on zootechnical performance, egg
quality, intestinal villi and presence of Salmonella enteretidis in semi-heavy laying
hens. The experiment lasted 112 days, divided into four periods of 28 days each. We
used 210 semi-heavy Hisex brown ® chickens, aged 30 weeks, distributed in a
completely randomized design consisting of six treatments (rations) and seven
replicates with five birds per experimental unit. The treatments were negative control
diet without probiotic or antibiotic supplementation, positive control diet (use of the
antibiotic Halquinol) and diets with supplementation of 100, 150, 200 and 250 g per
ton of probiotic additive ration Bacillus subtilis The parameters of zootechnical
performance were feed intake, poultry egg production/day, marketable egg
production, egg mass, feed conversion per dozen and by egg mass and viability of
birds. For egg quality, egg weight, specific gravity, Haugh unit, yolk index,
percentage of egg yolk, aloumen and shell components, shell thickness and yolk
color were evaluated. The results were submitted to variance analysis, and for the
significant parameters at the level of 5% probability, polynomial regression was
performed. The parameters of zootechnical performance such as feed intake, bird
egg production/day, production of marketable eggs, egg mass, feed conversion per
dozen and by egg mass and viability of birds and egg quality such as egg weight,
Haugh unit, yolk index, percentage of egg components (yolk, aloumen and shell),
shell thickness and yolk color and histomorphological parameters of jejunum, did not
present significant differences (p<0.05) except for the specific gravity parameter
which, according to the adjusted regression model, presents the lowest value with

the addition of 130 grams of Bacillus subtilis per ton of ration.

Keywords: Additives. Poltry Farming. Bacillus subtilis.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos promotores de eficiéncia alimentar possuem um papel
importante no desenvolvimento produtivo, mantendo a quantidade e tipos de
bactérias benéficas no trato digestivo (VASCONCELOS et al. 2016). Entretanto o
uso imprudente de promotores de crescimento de antibiéticos na produgéo de aves
relatado por Tang et al. (2017) levou ao desenvolvimento de bactérias resistentes a
antibioticos e a acumulacao de residuos de antibiéticos em produtos avicolas.

Ollé et al., (2017) descrevem em seu estudo que o uso de aditivos
antimicrobianos como promotores de crescimento na producdo animal foi restringido
pela a Unido Europeia. Nesta mesma perspectiva, o Brasil vem limitando o uso de
alguns aditivos, sendo o0os casos mais recentes o do sulfato de colistina, cujo
armazenamento e uso em todo territério nacional para alimentacdo animal foi
proibido, de acordo a Instrucdo Normativa N° 45, de 22 de novembro de 2016
(BRASIL, 2016) e da Tilosina, Lincomicina e Tiamulina, proibidos pela Instrucao
Normativa n° 01, de 13 janeiro de 2020.

Diversos produtos estdo sendo avaliados como forma de substitutos ao
antimicrobianos adicionados na alimentacdo animal, como acidos organicos, 6leos
essenciais, extratos vegetais, probioticos, prebiodticos e simbidticos. Dentre estes, 0s
probibticos sdo responsaveis por diversos estudos na alimentacdo animal, isto
porque estes probidticos podem produzir beneficios no hospedeiro, melhorando de
forma ativa a utilizacdo de nutrientes.

Pesquisas demonstram que probiéticos administrados para galinhas
poedeiras durante o ciclo de producdo podem melhorar as caracteristicas de
desempenho e qualidade de ovos (NUNES et al., 2013). Este fato sugere que o0s
probidticos podem ser uma alternativa viavel na substituicdo de aditivos promotores
de eficiéncia alimentar a base de antibioticos na alimentacdo desses animais.

Os Bacillus subtilis sdo exemplos de probidticos que vem sendo estudados
com frequéncia, devido as suas grandes vantagens que vao desde o mecanismo de
acdo no hospedeiro referente a sua capacidade de esporular, até a capacidade de
se manter viavel na producdo e armazenamento de racgoes.

No entanto, os resultados de pesquisas sobre a utilizacdo de probidticos em
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galinhas ainda séo alvo de contradi¢cdes e, com isso, faz-se necessario a conducao
deste trabalho, cujo objetivo é avaliar o desempenho zootécnico, qualidade de ovos,
parametros histologicos intestinais e presenca bacteriologica dos ovos de galinhas

poedeiras semipesadas alimentadas com racfes adicionadas de probiotico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local, aves, dietas e manejo

O experimento foi conduzido com duracdo total de 112 dias entre os dias
09/02/2019 e 01/06/2019, divididos em quatro periodos de 28 dias cada, sendo
realizado no Laboratério de Avicultura do Departamento de Zootecnia do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais (IFMG) - Campus
Bambui e foi registrado e aprovado no Comité de Etica de Uso de Animais em
Experimentacdo — (CEUA) sob o n°® 14/2018.

Foram utilizadas 210 galinhas poedeiras da linhagem Hisex Brown®, com 30
semanas de idade. Os animais foram distribuidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC) com seis tratamentos e sete repeticbes. As aves
foram alojadas em galpdo com telha de ceramica dispostas em 42 gaiolas metalicas
medindo 50 cm de frente e 45 cm de profundidade com cinco aves por gaiola,
proporcionando 450 cm? por ave. As gaiolas foram providas de comedouros
individuais tipo calha e bebedouros tipo nipple com fornecimento de 4gua e racéo ad

libitum.

2.2 Dietas utilizadas e manejo dos animais

Os tratamentos consistiram em Controle positivo — racao basal com a inclusao
de promotor de eficiéncia alimentar antimicrobiano (Clorohidroxiquilina — Halquinol
60% com nivel de incluséo de 50 g/t de racdo), Controle negativo — racdo basal sem

a inclusdo de promotor de crescimento antimicrobiano e sem probiético, Controle
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negativo + 100 g/t de racdo do probiético (Bacillus subtilis 2,0 x10° UFC/kg),
Controle negativo + 150 g/t de racdo do probidtico, Controle negativo + 200 g/t de
racao do probidtico, Controle negativo + 250 g/t do probidtico.

Os niveis de suplementacdo do probidtico e do antimicrobiano foram
adicionados na ragao da forma “on top” e a racdo foi homogeneizada utilizando-se
de um misturador vertical com capacidade para 300 kg de mistura de ragdo por um
tempo de 10 minutos.

A dieta basal (Tabela 1) foi formulada de acordo com as exigéncias
nutricionais indicadas por Rostagno et al. (2017) para galinhas poedeiras
semipesadas na fase de postura e formuladas utilizando o programa Optimal 2000
com matriz nutricional de empresa de fabricacdo de racdo comercial.

O manejo diario consistiu em realizar arragcoamento, recolher e contabilizar os
ovos (foram computados diariamente o numero de ovos quebrados, trincados, com
casca mole e sem casca), além de realizar, a cada 15 minutos, leituras das
temperaturas e de umidade relativa do ar (UR), com auxilio do aparelho datalogger
Modelo HT70 Instrutherm. As médias das temperaturas e umidade relativa do ar
durante os periodos experimentais foram de 23,21° C e 80,37 UR, respectivamente.

A iluminacdo artificial foi controlada por um relégio automatico (timer),
permitindo acender e apagar luzes do galpdo durante todo o periodo experimental,
totalizando fornecimento de 17 horas diarias de fotoperiodo, conforme procedimento
adotado em granjas comerciais e em conformidade com a recomendacdo dos
Padrées 2014/17BR do HFAC (Humane Farm Animal Care) para a Producédo de

Galinhas Poedeiras que indica periodo minimo de seis horas de escuriddo continua.
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Tabela 1 — Composicéo nutricional da dieta basal.

Composicao da racao basal (%)

Milho em gréos 60,11
Farelo de Soja 25,62
Oleo de soja refinado 2,15
Calcario calcitico fino 1,00
Calcario calcitico grosso 4,68
Fosfato bicalcico 1,15
Sal comum 0,23
DL Metionina 0,06
*Nucleo 5,00

Niveis nutricionais calculados

Umidade (%) 11,27
E.Met. Aves (Kcal/kg) 2777,02
Proteina Bruta (%) 16,37
Fibra Bruta (%) 3,12
Metionina Dig. (%) 0,40
Lisina Digl. (%) 0,84
Treonina Dig. (%) 0,62
Triptofano Dig. (%) 0,19
Met+Cis.Dig. aves (%) 0,54
Gordura (%) 4,68
Célcio (%) 3,50
Fosforo (%) 0,71
Fo6sf.Disp.aves (%) 0,31
Saodio (%) 0,24

*Niveis de garantia do nlcleo por kg do produto: calcio (max.) 280 g, calcio (min.) 240 g,
fésforo (min.) 30 g, sddio (min.) 25 g, metionina (min.) 16 g, colina (min.) 6.000 mg,
vitamina A (min.) 200.000 Ul, vitamina D3 (min.) 50.000 UIl, vitamina E (min.) 150 Ul,
vitamina K3 (min.) 50 mg, vitamina B1 (min.) 50 mg, vitamina B2 (min.) 130 mg, vitamina
B6 (min.) 40 mg, vitamina B12 (min.) 360 pg, pantotenato de calcio (min.) 180 mg, niacina
(min.) 400 mg, biotina (min.) 2 mg, &acido félico (min.) 20 mg, ferro (min.) 1.000 mg, cobre
(min.) 600 mg, cobalto (min.) 5 mg, iodo (min.) 20 mg, manganés (min.) 1.400 mg, zinco
(min.) 1.200 mg, selénio (min.) 4 mg, fitase 10.000 FTU.
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2.3 Parametros avaliados

Foram avaliados os parametros de desempenho zootécnico das aves, de
qualidade interna e externa dos ovos, altura das vilosidades intestinais e
profundidade de cripta da porcdo jejuno do intestino e analisada a presenca de
Salmonella enteritidis por meio de analises das excretas e dos ovos.

Com relagdo aos parametros de desempenho zootécnico foram avaliados o
consumo de racdo, producdo de ovos-ave/dia, producdo de ovos comercializaveis,
massa de ovos, conversao alimentar por ddzia e por massa de ovos e viabilidade
das aves.

A cada periodo de 28 dias, as sobras de racdo de cada unidade experimental
(gaiola) foram recolhidas dos cochos, adicionadas nos baldes de cada repeticédo e
pesadas em balanca eletrbnica com precisdo de 50 g. Apds a pesagem as sobras
foram subtraidas pela quantidade de racao fornecida no inicio do periodo, obtendo-
se 0 consumo de racéao (g/ave/dia).

A producao de ovos-ave/dia foi obtida computando-se o ndmero total de ovos
produzidos, incluindo os quebrados, os trincados e os anormais (ovos com casca
mole e sem casca) divididos pelos dias do periodo e pelo nimero de aves da
parcela experimental multiplicado por 100, sendo expressa em porcentagem, de
acordo com seguinte férmula: Producdo de ovos/ave/dia = n° total de ovos
produzidos/n® dias/n° aves da parcela experimental x 100.

Em caso de morte de ave em alguma parcela experimental foi utilizado a
corregdo para consumo e producdo de ovos com base na metodologia de Sakomura
e Rostagno (2016).

A producdo de ovos comercializaveis, em cada periodo de 28 dias, foi
determinada considerando-se 0s ovos integros, descartando-se os ovos quebrados,
trincados, com casca mole e sem casca da producédo total de ovos. Essa producao,
expressa em porcentagem, foi obtida por meio da equacdo: Producdo de ovos
comercializaveis (%) = n° de ovos integros produzidos/n® dias/n® aves da parcela
experimental x 100.

Ja a conversao alimentar por duzia de ovos foi calculada pela relagcdo do

consumo total de racdo, em kg, dividido pelas duzias de ovos produzidas (kg de
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racdo/dlzia de ovos), enquanto a conversao alimentar por massa de ovos calculada
pelo consumo de racédo, em quilogramas, dividido pela massa total de ovos (kg de
racao/kg de ovos).

A mortalidade das aves foi monitorada diariamente e, no final do periodo
experimental, foi obtida a taxa de viabilidade das aves, calculada pela diferenca
entre o numero de aves vivas no inicio do periodo experimental e o0 nimero de aves
mortas durante o experimento, sendo este quantitativo expresso em porcentagem.

Para a avaliagcdo da qualidade dos ovos, foram analisados os parametros
peso do ovo, gravidade especifica, unidade Haugh, indice de gema, porcentagem
dos componentes do ovo (gema, albumen e casca), espessura da casca e cor de
gema.

No 25°, 26° e 27° dia de cada periodo foram coletados todos os ovos integros,
dos quais foram selecionados aleatoriamente 4 ovos de cada unidade experimental
para pesagem e obtencdo do peso médio. Os ovos de cada unidade e de cada dia
foram pesados individualmente em balanca com precisdo de 0,001 g e 0 seu peso
registrado em planilha. Em seguida, cada ovo foi pesado imerso em agua destilada
com auxilio de equipamento adaptado conforme metodologia descrita por Barbosa
(2011), obtendo-se a gravidade especifica por meio do seguinte célculo:

(Peso do ovo no ar)
(Peso do ovo no ar - Peso do ovo em agua)

Gravidade especifica =

Posteriormente, os ovos de cada unidade experimental e de cada dia foram
quebrados sob bancada lisa e plana e, logo apés, realizou-se a mensuracdo da
altura do albumen com auxilio de um paquimetro digital da marca Starrett® modelo
798 para a determinacéo das unidades Haugh (UH), por meio da formula (HAUGH,
1937):

UH= 100 * log (h+7,57 - 1,7 * W®°")

em que h = altura do albmen denso (mm) e W = peso do ovo (g).
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Em seguida, foi mensurada a altura e a largura da gema com auxilio do
paquimetro acima descrito para determinar o indice de Gema (IG), o qual foi obtido
por meio da razdo entre a altura e a largura da gema. Logo apos foi determinado a
cor da gema com equipamento e software Digital YolkFan™ - DSM, em escala de
coresde 1 a 16.

Apés as medicbes, a gema foi separada e seu peso registrado em balanca
com precisédo de 0,001 g da marca Marte® modelo AD4200. O peso do albumen foi
obtido pela diferenca entre o peso do ovo e a soma dos pesos da gema e da casca,
sendo este Ultimo obtido apds lavagem da casca e posterior secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar (60°C) por 24 horas. A porcentagem de albumen, gema e
casca foi obtida dividindo-se os pesos dos respectivos componentes pelo peso do
ovo e o resultado multiplicado por 100.

A espessura da casca foi mensurada com o auxilio do micrébmetro digital da
marca Digimess® modelo IP54, apGs a secagem e pesagem da casca. Foram feitas
medidas de fragmentos da casca nos dois polos e no meio do ovo. Determinou-se a
espessura da casca de cada unidade experimental por meio da média aritmética
dessas trés medidas.

Para mensuracdo da altura de vilosidade e profundidade de cripta, as aves
foram eutanasiadas no Ultimo dia do periodo experimental, com 46 semanas de
idade. As aves foram abatidas por deslocamento cervical no abatedouro do IFMG,
Campus Bambui, seguindo orientacbes da Resolucdo Normativa CONCEA N°
37/2018 — Diretriz da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal.

Coletou-se e analisou-se amostras de jejuno de uma ave por parcela,
totalizando 42 animais, conforme adaptacdes da metodologia descrita por Reis et al.
(2016). Cada fragmento do intestino delgado (jejuno) coletado foi mantido em
solucdo de formaldeido tamponado a 10% para sua fixacdo, por 24 horas, e depois
mantidas em &lcool etilico 70%. ApOs a fixacdo, as pecas foram enviadas para o
laboratério de Biologia da Universidade Federal de Vigosa (UFV) para serem
desidratadas em bateria de alcool etilico em concentragbes crescentes (70%, 80%,
90% e absoluto), seguida de diafanizagdo com xilol e inclusdo em parafina em estufa
a 60°C. Os blocos de parafina foram enviados ao laboratério de Histopatologia do

Departamento de Medicina Veterinaria da UFV para realizacdo da microtomia e,
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posteriormente, os cortes histologicos foram corados com HE (hematoxilina e
eosina) em laminas. As laminas coradas foram fotografadas através de um
microscopio da marca Olympus modelo CX31 optico acoplado a um sistema de
captura de imagens, também da marca Olympus modelo SC30, no laboratério de
citologia/histologia do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), onde foram medidos 10 vilos distintos de cada fragmento
(TENORIO, 2015) por meio do software Image J®, totalizando 420 medicdes.

As andlises bacteriolégicas foram realizadas nas excretas e nos ovos por
meio de kits comerciais Petrifim 3M® especificos para detec¢cdo de presenca ou
auséncia de Salmonella enteritidis. Foram selecionados trés ovos de cada repeticédo
para a realizacdo das analises microbiolégicas no primeiro e no ultimo dia
experimental. Realizou um “pool” de amostras de duas repeticbes por tratamento,

totalizando 12 amostras no inicio e 12 amostras no final do experimento.

2.4 Analise estatistica

As andlises estatisticas de desempenho e qualidade de ovos foram realizadas
com a meédia dos quatro ciclos de 28 dias, enquanto para os dados das analises
histoldgicas do intestino (Gltimo dia experimental) e microbioldgicas dos ovos e das
excretas foram utilizados aqueles obtidos em cada dia de coleta (primeiro e ultimo
dia experimental).

A igualdade dos tratamentos foi testada por meio da analise de variancia e,
gquando a mesma apontou diferencas entre os tratamentos, procedeu-se o teste
Dunnett para realizar as comparac¢des que envolviam o tratamento Controle positivo
ou o Controle negativo. Ja as diferencas entre os niveis de inclusdo de Bacillus
subtilis foi mensurada por meio da analise de regressdo linear polinomial,
considerando os modelos de primeiro grau e quadratico. As suposicfes de
normalidade e homogeneidade de varidncia dos residuos, necessarias para
execucdo da analise de variancia, foram avaliadas, respectivamente, pelo teste
Shapiro-Wilk e Bartlett, sendo considerado, em todos os testes, o nivel de 0,05 de
significancia.

Para os parametros indice de gema (IG) e conversao alimentar por massa de

ovos (CA/kg) houve violagdo da suposicdo de homogeneidade de variancia,
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enquanto o parametro Viabilidade ndo atendeu a suposi¢édo de normalidade. Devido
a isso, para estes parametros, procedeu-se a aplicacdo do teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis, também ao nivel de 0,05 de significancia.

Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do software estatistico R (R
CORE TEAM, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros de desempenho das aves

A inclusdo crescente de probidtico Bacillus subtilis na alimentacdo de
poedeiras semipesadas né&o influenciou (P>0,05) os parametros de producdo de
ovoS, 0vOos comercializaveis, massa de ovos, consumo de racdo, conversao
alimentar por dazia e por quilograma de ovos e a viabilidade das aves (Tabela 2).

De modo semelhante, Nunes et al. (2013) n&do encontraram diferencas
significativas com relacdo aos parametros de consumo de ragdo, producdo por
ave/dia, producdo por ave alojada e conversdo alimentar ao utilizar probioticos na
racao de poedeiras semipesadas no ciclo final de postura. Pedroso et al. (2001), ao
administrar probiotico a base de Bacillus subtilis a racdo de poedeiras semipesadas
com 50 semanas de idade, também nao observaram diferencas no consumo de
racdo, producdo de ovos peso dos ovos e conversdo alimentar por duzia e
quilograma de ovos. Em outro estudo conduzido com o uso de probidtico a base de
Saccharomyces cerevisiae em poedeiras leves de 13 semanas de idade, Hashim et
al. (2013) néo observaram diferencas na producao de ovos. Entretanto, Fathi et al.
(2018) encontraram diferencas significativas no consumo de racdo de galinhas
poedeira de trés racas distintas (Leghorn Branco, Preto e Marrom) de 36 semanas,
onde o0s grupos que receberam probidticos Bacillus subtilis foram menores em

comparagao ao grupo controle.
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Tabela 2 ~ Producdo de ovos (PO), ovos comercializaveis (OC), massa de ovos (MO),
consumo de ragdo (CR), conversdo alimentar por duzia de ovos (CA/DZ) e
conversao alimentar por massa de ovos (CA/kg) e viabilidade (VB) de galinhas
poedeiras recebendo diferentes niveis de suplementacdo de probiotico a base
de Bacillus subtilis no periodo de 30 a 46 semanas de idade.

Niveis de inclusao do probiético a base de ,
Bacillus subtilis Cv

Parametro Valor p (%)
CP! 0g/t? 100g/t® 150 g/t* 200 g/t® 250 git® °

PO (%) 94,62 9518 9587 9529 9593 96,40 0,3691 1,67
OC (%) 93,67 94,16 9445 94,23 9500 95,71 0,4005 1,95

MA (9) 59,97 61,11 61,89 60,80 61,55 61,74 0,1288 2,27

CR
(g/aveldia)
CA/DZ
(kg/dOzia 1,486 1,489 1,492 1,488 1506 1,493 0,990 3,88
0VvOSs)
CA/kg
(kg/kg 1,955 1,934 1927 1954 1957 1,944 0,9537 3,59
0V0S)

VB (%) 100,00 100,00 99,29 98,33 98,39 100,00 0,6227 2,48

117,14 118,00 119,18 118,60 120,34 119,84 0,7934 3,83

'CP = racdio Controle Positvo com inclusdo de antibidtico (Halquinol
(Clorohidroxiquinolina) 60%); 20 g/t: racéo controle negativo sem a inclusdo de promotor de
crescimento antimicrobiano e sem probidtico, 3100 g/t: ragdo controle negativo
suplementada com 100 g/t de rac&o do probiético (Bacillus subtilis 2,0 x10° UFC/kg), *150
g/t: racdo controle negativo + 150 g/t de racdo do probidtico, *200 g/t: racdo controle
negativo + 200 g/t de racéo do probidtico, °250 g/t: racdo controle negativo + 250 g/t do
probidtico. ‘CV = coeficiente de variacdo (%)

Bonsu et al. (2014) e Pérez et al. (2012) observaram maior producédo de ovos
e maior peso dos ovos ao adicionar probiéticos na dieta de galinhas. Ribeiro Junior
(2011) também observou aumento na producdo de ovo ao administrar probiéticos
Bacillus subtilis na dieta de poedeiras comerciais da linhagem Hy-Line W-36 de 25 a
45 semanas de idade.

Por outro lado, Deng et al. (2012) observaram que a produ¢cdo média de ovos
de galinhas semipesadas de 56 semanas de idade, inseridas nos grupos que
receberam probidticos Bacillus licheniformis diminuiu durante o periodo experimental

reducéo na .
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Em trés estudos conduzido por EFSA (2015) a quantidade de racéo
necesséria para produzir uma unidade de massa de ovos foi significativamente
menor, ou seja, houve uma melhor conversao alimentar por massa de ovos, quando
adicionaram probidticos Bacillus subtilis. O mesmo foi relatado por Silva et al. (2003),
que ao utilizar probidtico na alimentacdo de poedeiras semipesadas com 24 meses
de idade antes da muda forcada, encontraram melhor conversédo alimentar em
relacdo ao grupo controle e grupo com antimicrobiano.

Diferentemente, Sobczak et al. (2015) ndo encontraram efeito significativos na
conversdo alimentar de poedeira semipesadas de 18 a 42 semanas de idade
suplementadas com probiotico Bacillus subtilis.

Sabe-se que a idade exerce forte influéncia sobre a morfologia do trato
gastrointestinal das aves e que as aves mais velhas, tendem a diminuir a digestéo e
absorcdo de nutrientes. Assim a conversdo alimentar também € influenciada pela
idade das aves e visto que no presente experimento as galinhas estavam com 30
semanas de idade e em pleno pico de postura (95,6%) e de acordo com os dados
disponiveis no Guia de produto Hisex Brown (2018). Estes fatores alinhados a
nutricdo balanceada e dentro das exigéncias de tabelas e manuais, podem ter
contribuido para falta de resultados positivos da adi¢cao de probiéticos.

Acredita-se também que a falta de desafio sanitario, adequado manejo
sanitario do aviario e a vacinacdo em dia podem ter sido fatores determinantes para
nao se observar resultados favoraveis a utilizacdo do probiético em detrimento a sua

nao utilizacdo sobre os parametros de desempenho produtivo.

3.2 Parametros de qualidade de ovos

Ao analisar os parametros relacionados a qualidade dos ovos, verifica-se que
a adicdo de niveis crescente de probiotico nas races de poedeiras semipesadas de
postura ndo influenciou (P>0,05) os resultados de peso dos ovos, indice de gema,
porcentagem de gema, porcentagem de albumen, porcentagem de casca, espessura

de casca, unidade Haugh (UH) e cor da gema (Tabela 3).
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de casca, espessura de casca e unidade Haugh (UH) com a utilizagdo de probidtico
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a base de Bacillus subtilis. Semelhante Sobczak et al. (2015) e Souza et al. (2014)
nao observaram diferengcas no peso dos ovos de poedeiras comerciais, de 16 a 32
semanas de idade suplementadas com probidticos.

Em contrapartida, Ribeiro Junior (2011) observou maior peso do ovo apos
utilizar diferentes niveis de probioticos Bacillus subtilis na dieta de poedeiras leves
de 25 a 45 semanas de idade.

Ja Nunes et al. (2013), ao utilizarem dietas com probidtico a base de
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium e Bifidobacterium bifidum, e
Mikulski et al. (2012) usando probiotico (Pediococcus acidilactici) ndo verificaram
qualquer beneficio na utilizacdo do probidtico na porcentagem de gema, albumen e
casca, indice de gema, cor da gema e unidade Haugh.

Giampaulli, et al. (2005) também ndo encontraram efeito significativo da
utilizacéo de probidtico na racdo de poedeiras leves pos-muda, de 70 a 90 semanas
de idade, sobre a porcentagem de casca. De modo semelhante Khan, et al. (2011)
também ndo observaram efeito significativo ao utilizar probiético multi cepas na
alimentacdo de poedeiras leves de 40 semanas de idade na espessura e peso da

casca.

No presente trabalho, a adicdo de niveis crescentes de probidticos (Bacillus
subtilis) na racdo das poedeiras ndo promoveu efeitos (P>0,05) na espessura da
casca. As galinhas utilizadas neste experimento estavam com 30 semanas de idade,
no seu atual pico de postura e em plena capacidade de deposicdo de célcio na
casca dos ovos conforme relatado por Carvalho et al. (2007), alinhado ao fato de
outros parametros como consumo de racgdo, altura e profundidade de vilos néo
apresentaram resultados significativos podem explicar a falta de resultados na
espessura da casca. A espessura da casca pode variar de acordo com Varios
fatores, como altas temperaturas que contribui para reducdo dos niveis de célcio no
sangue, a hereditariedade, a idade da ave e a nutricdo (SACCOMANI, 2015). De
forma semelhante Giampaulli, et al. (2005) e Behnamifar et al. (2015) também néao
observaram efeito significativo na espessura da casca ao utilizar probiético na racéao
de poedeiras leves pés-muda forcada.

Porém, ao analisar a gravidade especifica, observou-se efeito (P<0,05) do

uso do probidtico, de modo que o comportamento da gravidade especifica dos ovos
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em funcéo da inclusdo gramas de Bacillus subtilis pode ser descrita por um modelo
linear de regressdo quadratica (Grafico 1). De acordo com este ajuste, o valor de
gravidade especifica minimo é obtido com a inclusdo de 130 gramas de probiotico.

A gravidade especifica do ovo € apurada conforme os principios de
Arguimedes, que determina o peso do ovo no ar e o peso da agua deslocada pelo
ovo quando totalmente submerso, assim, é considerado que maior gravidade
especifica resulta em melhor qualidade de casca (SANTOS, 2016). Com isso,
Fernandes et al. (2015) e Harder et al. (2008) argumentam que a densidade dos
ovos néo pode ser inferior a 1,080.

Conforme o modelo ajustado, o menor valor de gravidade especifica, obtido
com a inclusdo de 130 g/t de Bacillus subtilis a racao, € 1,083 g/cm3 e, uma vez que
nao atingiu o minimo de 1,080 g/cm, o parametro de gravidade especifica &

considerado de qualidade em todo o intervalo de inclusao analisado.

Grafico 1 - Ajuste do modelo linear de regressdo quadratica para a gravidade especifica de
ovos em funcao do nivel de inclusdo de probidtico a base de Bacillus subtilis.
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Corroborando parcialmente com os encontrados, Nunes et al. (2013)
observaram que a inclusdo de 0,10% de probiético a base de Lactobacillus
acidophilus, Streptococcus faecium e Bifidobacterium bifidum foi menor em
comparacdo com 0% de inclusdo, para a variavel gravidade especifica, afetando
negativamente a qualidade do ovo.

Esse fato difere dos resultados encontrados por Giampaulli et al. (2005) que,
ao adicionar probioticos na alimentacdo de poedeiras leves com 66 semanas de
idade, ndo encontraram diferencas significativas ao analisar o parametro gravidade
especifica. O mesmo foi observado por Silva et al. (2003), que ndo observaram
diferencas entre a gravidade especifica de ovos ao adicionar probiéticos na
alimentacéo de poedeiras semipesadas ap6s muda forcada.

Segundo Pedroso et al. (2001), alguns autores atribuem a falta de eficiéncia
do uso de probidticos e prebidticos na alimentacdo das aves devido as boas
condicBes sanitarias na ocasido dos experimentos, bem como a falta de desafios
sanitarios e as adequadas condicBes de manejo podem ter interferido na obtencao
de resultados favoraveis a utilizacéo desses agentes.

Vale ressaltar que, nas condicbes em que o0 presente experimento foi
conduzido, as aves estavam saudaveis, as vacina¢des das galinhas estavam em
dia, sem um fator estressante como estresse térmico, densidade ou nutricional,
desafio sanitario e desafio com microrganismo que poderiam afetar a produtividade,
assim, a adicdo do probiético Bacillus subtilis do presente trabalho ndo apresentou
efeito significativo sobre o desempenho produtivo e algumas caracteristicas de

qualidade dos ovos.

3.3 Anédlise histomorfométrica

Os niveis crescentes de probidticos Bacillus subtilis ndo influenciaram
significativamente (P>0,05) a altura de vilos e profundidade de cripta da porgéo

intestinal jejuno (Tabela 4).
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Tabela 4 — Altura de vilos (AV) e profundidade (PC) de cripta de jejuno de
intestino de galinhas poedeiras com 46 semanas de idade submetidas a
diferentes dietas experimentais no periodo de 30 a 46 semanas de idade.

Niveis de inclusdo de Bacillus subtilis

Parametro o509  valorp gj\/?
CP'  0g/f® 1009/t 150 g/t* 200 g/t gt° (%)

AV (um) 424,02 430,52 412,15 412,18 452,20 464,50 0,8352 20,47

PC (um) 87,94 88,57 91,79 82,81 89,64 87,21 09633 21,24

'CP = rac&o Controle Positivo com inclus&o de antibiético (Halquinol (Clorohidroxiquinolina)
60%); °0 g/t: racdo controle negativo sem a inclusdo de promotor de crescimento
antimicrobiano e sem probidtico, 3100 g/t: rac&o controle negativo suplementada com 100
g/t de racdo do probidtico (Bacillus subtilis 2,0 x10® UFC/kg), “150 g/t: racdo controle
negativo + 150 g/t de rac&o do probidtico, >200 g/t: racdo controle negativo + 200 g/t de
racdo do probidtico, ®250 g/t: racdo controle negativo + 250 g/t do probiético. ‘CV =
coeficiente de variagéo (%)

As condicdes em que o presente experimento foi conduzido, nas quais as
aves nao foram desafiadas com nenhum agente a nivel intestinal e as boas
condicBes sanitarias do aviario, podem ser apontadas como fatores capazes de
explicar as inconclusdes histomorfoldgicas encontradas.

Os resultados encontrados assemelham-se aos alcangados por Lopes (2014),
uma vez que este ndo observou efeitos significativos no jejuno e no ileo apos a
inclusdo de niveis de probidtico Saccharomyces cerevisae adicionados a dieta de
galinhas poedeiras com idade inicial de 51 semanas. Sob esta mesma Gtica, Santos
(2013) também ndo encontrou diferencas significativas na altura de vilos e
profundidade de cripta da porcéo jejuno de frangos de corte da linhagem Cobb Slow
fémeas, com uso de probiéticos na alimentacdo e desafiados com Salmonella
enteritidis. O mesmo se pode dizer sobre os resultados encontrados por Pelicano et
al. (2003), os quais ndo apontaram alteracdes nas vilosidades do jejuno de frangos
de corte aos 42 dias de idade, submetidos a dietas contendo diferentes probidticos.

Por outro lado, Lei et al. (2013) adicionando diferentes niveis de Bacillus
licheniformis para poedeira leves de 28 semanas de idade aumentou
significativamente a altura de vilos e diminuiu a profundidade da cripta da porcao

jejuno. Ja Vieira et al. (2018), em um estudo com frango de corte aos 21 dias de
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idade, verificaram que a altura média dos vilos no jejuno de apresentou-se menor no
tratamento que recebeu dieta com probidtico comercial, quando comparado ao
probidtico fungico Rhizomucor spp.

3.4 Analise microbiolbgica

Para os parametros de microbiologicos ndo foram encontrados presenca de
Salmonella sp em 25 g de ovos e nas excretas das aves em andlises realizadas no
inicio e final do presente experimento.

A presenca da Salmonela sp. no interior do ovo esta relacionado com
migracao a partir da casca contaminada e € conhecido que os poros da casca dos
ovos permitem esta penetracédo de salmonelas (OLIVEIRA; SILVA, 2000).

Para minimizar esta ocorréncia em 11 de abril de 2013, o Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucdo Normativa no 10
gue estabelece o monitoramento de Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium
em granjas de postura comercial e a vacinagdo com vacina viva para Salmonella
enteritidis, no incubatorio ou na fase de recria das aves (MORAES, 2014).

Contudo, o fato da auséncia de Salmonella sp. pode ser explicado pelo fato
das boas condicbes sanitarias mantidas no aviario e pelo manejo sanitario
implantado para atendimento aos requisitos exigidos de 6rgdos sanitario estadual e

federal.

4 CONCLUSOES

Nas condi¢cbes experimentais adotadas, os niveis de suplementacdo de
probidticos a base de Bacillus subtilis nas ragbes de galinhas poedeiras
semipesadas ndo apresentaram efeito sobre o desempenho produtivo e a qualidade
de ovos, com excecdo ao parametro de gravidade especifica que, de acordo com o
modelo de regressdo ajustado, apresenta o menor valor com a adicdo de 130

gramas de Bacillus subtilis por tonelada de racéo.
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Por fim, os parametros morfolégicos intestinais de galinhas poedeiras
semipesadas também nao foram influenciados pala adigdo crescente de probidticos.
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