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EFEITO DE PROBIOTICO, OLEOS ESSENCIAIS E ENZIMAS EM
PARAMETROS PRODUTIVOS E SANITARIOS DE FRANGOS DE CORTE"
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RESUMO

A busca de maior eficiéncia alimentar visando a maximizacdo da
producdo avicola tem direcionado pesquisas em aditivos para racfes que
possam atuar no controle de agentes prejudiciais ao processo digestivo. Muitos
desses beneficios foram observados em pesquisas com probiéticos, oleos
essenciais e enzimas nas Ultimas décadas. Em face a importancia que os
aditivos representam para a avicultura, dois experimentos foram desenvolvidos
para avaliar o efeito do probidtico a base de E. faecium, da mistura dos o6leos
essenciais extraidos de tomilho e cravo-da-india e da combinacdo das enzimas
xilanase, B-glucanase e amilase em dietas para frangos de corte. No primeiro
experimento foi avaliado o efeito do probidtico e da mistura dos Oleos
essenciais, em dietas para frangos infectados por Eimeria maxima e E.
acervulina. Analisou-se o desempenho, o escore de lesdo e a morfometria
intestinal dos animais. No segundo experimento foi avaliado o efeito do
probidtico e das enzimas, isolados e em combinacdo, em dietas com duas
formulagbes, uma com nivel padrdo de energia e outra com nivel baixo de
energia, sendo esta ultima reduzida em 100 kcal/kg de energia metabolizavel
em relacdo a dieta padrdo. Analisou-se o desempenho, a morfometria e o pH do
trato gastrointestinal; a digestibilidade das dietas e a producdo de dejetos e;
identificou-se o perfil molecular da comunidade de bactérias presente no limem
ileal, através da técnica de eletroforese em gel por gradiente desnaturante
(DGGE). O probiético e a mistura de O6leos essenciais ndo promoveram
beneficios de desempenho e integridade intestinal aos animais que sofreram
estresse infeccioso. Nas dietas com dois niveis de energia, 0 probidtico também
nao se mostrou eficiente aos animais sob quaisquer parametros analisados.
Este também ndo foi detectado por DGGE no trato ileal dos animais que o
consumiram. Contudo, tanto nas dietas contendo probiético, quanto naquelas
contendo enzimas foram verificadas, através do DGGE, alteracbes na
populacdo microbiana do trato ileal dos animais. As enzimas também
mostraram eficiéncia nas dietas de baixa energia. Essas diminuiram (P<0,05)
parametros de morfometria e pH do trato gastrointestinal, melhoraram (P<0,05)
a digestibilidade das dietas e diminuiram (P<0,05) a producédo de dejetos no
ambiente de criacdo. Contudo, essa eficiéncia so foi verificada no periodo inicial
de criagéo.

! Tese de doutorado em Zootecnia — Producdo animal, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, porto Alegre, RS,
(198p.). Agosto de 2010.
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PROBIOTIC, ESSENTIAL OIL AND ENZYMES IN PRODUCTIVE AND
SANITARY PARAMETERS OF BROILERS!
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ABSTRACT

The search for greater feed efficiency for maximization of poultry
production has directed research of feed additives that may act to control
harmful agents to the digestive process. Many of these benefits were observed
in studies with probiotics, enzymes and essential oils in recent decades. Given
the importance that the additives present in broilers, two experiments were
conducted to evaluate the effect of probiotic-based E. faecium, a mixture of
essential oils from thyme and clove and the combination of enzymes xylanase,
amylase and B-glucanase in diets for broiler chickens. In the first experiment the
effect of probiotic and essential oil in diets for broilers infected with Eimeria
maximum and E.acervulina was evaluated. The experiment the performance,
the lesion score by eimérias and intestinal morphology of animals were
analyzed. In the second experiment the effect of probiotic and enzymes alone
and in combination in diets with both formulations, with a standard level of
energy and one with low energy, the latter being reduced by 100 kcal / kg
metabolizable energy compared to the standard diet were evaluated. The
performance, morphology and pH of the trato gastrointestinal as well as the diet
digestibility and production of waste were analyzed. The alterations of the
community of bacteria present in the ileal lumen Also identified through the
technique of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). The probiotic and
the mix of essential oils did not lead to performance benefits, intestinal integrity
of animals who suffered stress infectious. Probiotics in the diets with two energy
levels werenot efficient to animals about any parameters examined. The
probiotic was also not detected by DGGE in the ileal tract of animals that had
consumed it. However, both in the diets containing probiotic and in those
containing enzymes was verified changes in the microbial population in the ileal
tract of the animals by DGGE. The enzymes were also efficient in the low
energy diets. These decreased (P<0.05) parameters of morphometry and pH of
the gastrointestinal tract improved (P<0.05) the digestibility of diets and
decreased (P <0.05) the production of waste in the authoring environment.
However this efficiency was only observed in the initial period of birds
production.

'Doctoral thesis in Animal Science, faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, RS, (198p.). August, 2010.
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1.INTRODUCAO

Um dos objetivos da avicultura € a busca constante de uma melhor
eficiéncia alimentar. Muitos aditivos séo rotineiramente adicionados em racdes
para controlar agentes prejudiciais ao processo digestivo, visando promover
melhoras nos indices zootécnicos e maximizacdo da producdo. Segundo o
Compéndio Brasileiro de Alimentacdo Animal (2009), aditivos sdo substancias
ou mistura de substancias intencionalmente adicionadas aos alimentos, com
finalidade de conservar, intensificar ou modificar suas propriedades desejaveis
e suprimir as propriedades indesejaveis.

Nas ultimas décadas a utilizacdo de antibiéticos e quimioterapicos
(antimicrobianos) em doses profilaticas como aditivos as racdes mostrou
grandes beneficios na criacdo animal. Os antimicrobianos representam um
grupo de compostos com estruturas quimicas heterogéneas e propriedades
fisico-quimicas diferentes, tendo como Unico ponto comum a capacidade
antibacteriana (Jong et al., 1985). No trato gastrointestinal estdo presentes
algumas bactérias desfavoraveis ao hospedeiro que podem ser suprimidas
pelos antimicrobianos, melhorando o desempenho do animal e estimulando o
crescimento das bactérias benéficas. Contudo, a maioria dos antimicrobianos,
na ultima década sofreu criticas relacionadas ao desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. Acredita-se que o uso de antimicrobianos em doses
profildticas na produgdo animal provocaria uma menor eficiéncia das
substancias antibidticas a terapia para animais e humanos. Essa questéo levou
a proibicdo dos antimicrobianos profilaticos na maioria dos paises produtores de

aves. A exigéncia por parte dos importadores por produtos livres de residuos de



antibioticos e quimioterapicos promoveu a busca de alternativas aos
antimicrobianos.

Muitas pesquisas foram feitas com os aditivos digestivos e
equilibradores da microbiota intestinal. Dentre os aditivos equilibradores da
microbiota intestinal estdo os probioticos e 0s 0leos essenciais. Segundo Fuller
(1989), o probidtico € um suplemento alimentar microbiano vivo, capaz de afetar
beneficamente o hospedeiro, com capacidade de promover o equilibrio da
microbiota intestinal, prevenindo doencas no trato digestério. Além disso,
melhora a digestibilidade das racfes (Apata, 2008), levando a maior utilizacéo
dos nutrientes, 0 que resulta em melhor desempenho zootécnico dos animais
(Kabir et al., 2004; Mountzouris et al., 2007; 2010). Mountzouris et al. (2007)
demonstraram que o probiético, além de melhorar o desempenho de frangos de
corte, foi efetivo na regulacdo da microbiota cecal, sendo capaz de reduzir o
nivel de Salmonella enteritidis, quando os animais por ela foram desafiados
(Mountzouris et al., 2009).

Segundo Burt, (2004), os 6leos essenciais sao substancias extraidas
das plantas ou parte delas (flores, sementes, raizes, folhas, brotos, ramos,
caules-madeira e frutos), com propriedade antimicrobiana a patégenos (como
E. coli, S. enteritidis e C. perfringes), regulando a microbiota digestiva e
promovendo a saude intestinal. Os 6leos essenciais também sédo capazes de
induzir a produgcdo de enzimas endogenas e aumentar a digestibilidade dos
alimentos. Segundo Chao et al. (2000), a acdo antibacteriana de 45 Oleos
essenciais testados contra um largo espectro de micro-organismos, demonstrou
uma maior resisténcia das bactérias gram negativas em relagdo as gram

positivas. Resultado semelhante foi encontrado por Smith-Palmer et al. (1998)



sobre patégenos de alimentos (E. coli, S. enteritidis, C. jejuni, S. aureus, L
monocytogenes) quando utilizaram 6leos essenciais a base de canela, tomilho
e cravo-da-india.

Dentre os aditivos digestivos encontram-se as enzimas. Segundo
Choct et al. (1999), as enzimas exogenas sao introduzidas a alimentacao
animal para aumentar a digestibilidade e a eficiéncia de utilizacdo dos
alimentos, reduzindo a acdo de inibidores de crescimento, sobretudo dos
polissacarideos ndo amilaceos sollveis, encontrados como componentes
estruturais das paredes celulares dos cereais. Zanella et al. (1999), observaram
melhoria no ganho de peso e na conversao alimentar, em dietas a base de
milho/farelo de soja, quando as enzimas xilanase, amilase e protease foram
adicionadas a racdo e, Steenfeldt et al. (1998b) e Garcia et al. (2008)
constataram uma melhora na conversao alimentar e diminuicdo da viscosidade
intestinal em dietas com trigo/farelo de soja pela introducdo das enzimas
xilanase e B-glucanase.

Diante da importancia dos aditivos zootécnicos, brevemente
descritos nesta introducéo, o trabalho de tese apresentado nos capitulos que se
seguem abordara o efeito do probiético, dos 6leos essenciais e das enzimas
digestivas sobre parametros produtivos e sanitarios. No capitulo | serdo
apresentados as hipoteses, 0s objetivos, bem como uma revisdo sobre cada
aditivo avaliado; no capitulo Il, o probidtico e uma mistura de 6leos essenciais
serdo avaliados em dietas para frangos submetidos ao estresse infeccioso por
Eimerias sp; nos capitulos Ill, IV e V, sera demonstrado o efeito do probidtico e
das enzimas em dietas com dois niveis de energia e; para finalizar no capitlulo

VI sera apresentado uma conclusdo geral, com breves considerac¢des a respeito



dos resultados obtidos com a utilizacdo dos aditivos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Microbiota do trato gastrointestinal de frangos de corte

O trato gastrointestinal (TGI) das aves € composto
predominantemente por bactérias, formando um sistema complexo e dinamico.
Aquelas que colonizam o TGl do animal desde o nascimento, tendem a
permanecer ao longo da vida, passando a compor a microbiota do TGI da ave.
A formacdo desta microbiota se da principalmente logo apds o nascimento e
aumenta durante as primeiras semanas de vida, até se tornar a populacdo
predominante do TGIl. Os principais géneros de bactérias identificados sédo
Bacillus, Bifidobacterium, Clostridium, Enterobacter, Lactobacillus,
Fusobacterium, Escherichia, Enterococcus e Streptococcus.

No entanto, Apajalahti et al. (2004) utilizando técnicas de DNA
microbiano observaram que 90% das bactérias encontradas no TGI das aves
sdo desconhecidas, demonstrando que o numero de bactérias pode alcancar
10° e 10™ UFC/g de contelido ileal e cecal, respectivamente, durante os 3
primeiros dias pés-eclosdo, permanecendo-se estavel nos préximos 30 dias.

O numero e a composi¢cdo dos micro-organismos do TGI das aves
variam consideravelmente. No englivio existe a predominancia de
Lactobacillus, que produzindo acido lactico e acético mantém o pH reduzido,
impedindo o crescimento de outras bactérias. O pH no proventriculo e moela
sdo extremamente baixos e poucas bactérias sdo capazes de tolerar este

ambiente, predominando os Lactobacillus, Streptococcus e coliformes. No



duodeno, jejuno, ileo e cecos o pH esta mais proximo da neutralidade e outros
micro-organismos colonizam estes segmentos.

As espécies que compde a microbiota do TGl podem ser de origem
patogénica e benéfica e desempenham funcbes especificas. A populacéo
patogénica € responsavel por infeccdo, putrefacdo intestinal, producdo de
toxinas e reducdo da digestdo e absorcdo de nutrientes. A populacdo benéfica
atua na producdo de vitaminas, estimulacdo do sistema imune, inibicdo de
bactérias patogénicas, reducdo da producdo de gases e melhora da digestédo e
absorcao de nutrientes (Jeurissen et al., 2002).

As bactérias que habitam o TGl podem estabelecer-se de duas
formas: em profunda associacdo com epitélio ou livres na luz intestinal (fixadas
ou ndo ao substrato da dieta), mas se multiplicando mais rapidamente do que
sua eliminacdo pelo peristaltismo intestinal (Jeurissen et al., 2002). Algumas
espécies bacterianas ndo apresentam capacidade de aderir-se ao epitélio
intestinal, tampouco se multiplicam em tempo que compense a eliminacao pelo
peristaltismo, mas permanecem no intestino se agregando a outras bactérias,
gue por sua vez estao aderidas a mucosa entérica (Gusils et al., 1999).

Os individuos de uma comunidade de bactéria ndo vivem
independentes entre si, mas necessitam da interagdo que estabelecem com as
demais bactérias e com o proprio ambiente do TGIl. As comunidades de
bactérias sdo energeticamente mais eficiente e metabolicamente mais flexiveis
do que as espécies vistas individualmente. Se uma espécie de bactéria nédo
desempenha um Unico papel para a sobrevivéncia da comunidade, essa é
eliminada por pressdo de sele¢cdo. Assim como, qualquer espécie menos

adaptada é eliminada se aparecer outra mais eficiente (Apajalahti, 2005).



A abundancia das bactérias presentes na microbiota do TGl também
€ regulada por fatores ambientais, substratos da dieta (enzimas e acidos graxos
volateis, por exemplo) e substancias antimicrobianas (bacteriocinas, entre
outros) (Apajalahti & Kettunen, 2002). Através da dieta € possivel afetar o
desenvolvimento do TGl e a competicdo dos micro-organismos benéficos,
podendo alterar ndo somente a dinamica, mas também muitos processos
fisiolégicos devido ao produto final metabolizado pela microbiota (Shakouri et al.
2009). Aditivos tais como probidticos, 0leos essenciais e enzimas também tém
esse papel. Esses aditivos sdo utilizados na dieta de aves, com 0 objetivo de
favorecer as relacbes entre as bactérias benéficas do TGI, beneficiando a
salude e o desempenho do animal (Demir et al., 2003; Huang et al., 2004;
Oviedo-Rondon et al., 2006; Zhou et al., 2009; Mountzouris et al., 2010).

2.2. Probiotico

2.2.1. Definicao

A histéria desse aditivo € conhecida ha centenas de anos, mas
somente no inicio do século XX foi estudada racionalmente e pesquisada com
bases cientificas. O uso de organismos probidticos surgiu no Oriente Médio,
onde os médicos prescreviam iogurtes e outros leites fermentados como terapia
para afecgBes gastrointestinais e também como estimulante do apetite. A
primeira informacdo sobre leites fermentados, influenciando a saude humana,
foi publicada por Metchnikoff (1907), pesquisador do Instituto Pasteur de Paris,
apos observar a longevidade de camponeses bulgaros e atribuir o fato a dieta
constituida basicamente de leite fermentado. Pesquisando os componentes do
leite, Metchnikoff isolou o Bacillus bulgaricus, identificando-o0 depois como

lactobacillus bulgaricus. No seu livro “The prolongation of life”, o pesquisador



especulou que micro-organismos nocivos ao aparelho intestinal expelem
substancias prejudiciais ao hospedeiro. Entdo, por ingestdo de alimentos
benéficos, no caso o leite fermentado, pode-se melhorar o ambiente intestinal,
fortalecendo a salude e aumentando a expectativa de vida do individuo.

Lilly & Stillwel (1965) foram os primeiros a utilizar o termo probidtico,
verificando a acdo de micro-organismos como reguladores da microbiota
intestinal. Contudo, o marco do uso de probioticos em aves foi dado por
pesquisadores finlandeses (Nurni & Rantala, 1973) administrando probidtico
oralmente as aves de um dia de idade. Eles observaram que o probiotico
alterou a sensibilidade das aves adultas a infeccdo causada por Salmonella
spp, prevenindo o estabelecimento desta no intestino. Esta idéia foi conceituada
como “Exclusdo Competitiva”.

2.2.2. Composicao e formas de administracao

Os probidticos podem conter bactérias totalmente conhecidas e
guantificadas ou culturas bacterianas nao definidas. Ha probidticos com
diferentes composi¢cdes de micro-organismos e mesmo aqueles pertencentes a
mesma espécie, podem conter cepas diferentes (Griggs & Jacob, 2005).

As espécies animais para as quais existem produtos comerciais
disponiveis sdo aves, suinos, bovinos, ovinos, equinos, cdes e gatos. As
espécies de bactérias mais comuns utilizadas no preparo dos probidticos séo:
Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus, L. casei. L. lactis, L. salivarius, L.
plantarum, L. reuteri, L. johonsii, Streptococcus thermophilus, Enterococcus
faecium, E. faecalis, Bifidobacterium spp, Bacillus subtilis e B. toyoi. E
importante que as bactérias sejam hospedeiro-especificos para que a maxima

eficicia do probiotico seja atingida (Butolo, 2001).



A dose resposta pode variar, mas resultados encontrados na
literatura preconizam uma concentracdo de 10%® a 10* UFC/kg de racéo
(Patterson & Burkholder, 2003; Apata, 2008; Mountzouris et al., 2010). Os
probioticos podem ser aplicados de varias formas: adicionados nas racoes (Dos
Santos et al, 2004; Mountzouris et al., 2007; 2009; 2010), na agua de beber
(Timmerman et al., 2006), em capsulas gelatinosas (Doleyres & Lacroix 2005),
inoculados em ovos de aves embrionados e na cama usada de aves (Schneitz,
1992; Andreatti Filho et al., 1997). Podem ser usados por periodos curtos ou
continuamente, de acordo com a finalidade (Dale,1992). Tem-se relatado que a
administracdo precoce de probidticos para neonatos diminuiu os indices de
mortalidade e para jovens melhoraram o desempenho (Fox, 1988; Huang et al.,
2004). De acordo com Menard et al, (2004), em caso de diminuicdo das defesas
organicas, o uso do probidtico pode ser vantajoso pela normalizacdo da
populacdo microbiana intestinal e pelo aumento da resisténcia das aves ao

estresse.

2.2.3. Critérios de selecéo para a efetividade do probidtico

Vérios pontos devem ser considerados na selecdo e producdo de
micro-organismos probioticos (Simon & Gorbbach, 1984; Jones & Tomas, 1987;
Vanbelle et al., 1990; Holzapfel & Schillinger, 2002; Smirnov, et al., 2005):

Devem ser habitantes naturais do TGl de animais saudaveis e
espécie-especifica. As estirpes adequadas para aves, por exemplo, podem néo
ter a mesma eficiéncia em outras espécies;

Devem ser capazes de produzir culturas viaveis em concentracdes

efetivas. Embora as medidas de concentracdo ndo sejam ainda precisamente
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estabelecidas, estima-se que deva ser por volta de 10® a 10'° UFC/kg de racéo;

Os micro-organismos devem ser cultivados num ambiente muito
semelhante ao que sera introduzido, do contrario seu tempo de crescimento
pode ser prolongado e eles podem nao conseguir se multiplicar e colonizar o
TG,

Devem possuir bactérias capazes de serem ativadas e multiplicadas
rapidamente, apos a ingestdo do produto, com o intuito de inibir patégenos e
proporcionar condi¢cdes de resisténcia ao peristaltismo;

As estirpes selecionadas devem ser tolerantes as enzimas salivares,
acidos gastricos, sais biliares e acidos organicos volateis;

N&o podem ser patogénicos ou capazes de produzir efeitos adversos
no hospedeiro e devem ser capazes de se aderir as células epiteliais do
intestino e excretar bacteriocinas e;

Devem ser estaveis e precisam manter a viabilidade por longos
periodos quando estocados e devem resistir aos antimicrobianos e as altas
temperaturas do processamento.

2.2.4. Mecanismo de acdao

Existem alguns modos de a¢céo propostos para os probidticos na sua
atividade contra micro-organismos patogénicos, aumentando a resisténcia do
hospedeiro as desordens (doenga e estresse). S&o0 mecanismos de agao:

2.2.4.1. Competicdo por sitios de adesao ou ligacao

Este conceito também ficou conhecido como exclusdo competitiva
(Nurmi & Rentala, 1973). Presume-se que as bactérias probibdticas ocupam
sitios de ligacdo (receptores ou pontos de ligagdo) na mucosa intestinal

formando uma barreira fisica as bactérias patogénicas, reduzindo ou impedindo
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sua adeséao (Junqueira & Duarte, 2008).

Certas espécies de bactérias produtoras de acido lactico competem
com coliformes por sitios de aderéncia intestinais (Sissons, 1989; Cross, 2002).
Estudo conduzido com espécies de Bifidobacterium verificou que, a propriedade
de competir pelos sitios de adesédo é dependente do numero de bactérias
viaveis que chegam ao local a ser colonizado e do tipo de receptor especifico
para a bactéria (Vanbelle, 1990). Além disso, acredita-se na existéncia de
interrelacbes entre alguns dos metabdlitos produzidos pelas espécies
probiéticas. Algumas espécies de Bifidobacterium, por exemplo, tém afinidade
de ligacdo pelos receptores B-glucosamina que sdo 0Ss mesmos sitios de
ligacdo de algumas espécies de E. coli enteropatogénicas (Jin et al., 1997).

2.2.4.2. Atividade antimicrobiana

A producéo de acido lactico e acético pelas bactérias utilizadas como
probiéticos reduz o pH do ambiente do TGI, prevenindo o crescimento de varios
patdégenos, inclusive coliformes e permite o desenvolvimento de certas espécies
de Lactobacillus e Enteroccocus (Klaenhammer, 1982; Bjerrum et al., 2005).
Outras substancias microbianas como bacteriocinas, nisina, acidofilina,
lactalina, peroxido de hidrogénio e toxinas letais para certos patdégenos,
também séo produzidas por micro-organismos de acdo probiotica (Vanbelle et
al., 1990; Servin, 2004). Estas substancias apresentam atividade inibitéria tanto
para bactérias gram-negativas quanto para gram-positivas, como a Salmonella
spp., E. coli e Staphylococcus spp. As bactérias intestinais, utilizando-se de
ingredientes alimentares ndo absorvidos integralmente pelo hospedeiro,
produzem alguns &cidos orgéanicos, como o propiénico, o0 aceético, o butirico e o

lactico cujo espectro de acao inclui também a inibicdo do crescimento de
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bactérias patogénicas (Rebolé et al., 2010). Aparentemente, a acéo
bacteriostatica dos acidos graxos é dependente do pH, pois quanto maior a
reducdo deste, mais intenso sera seu efeito antibacteriano (Bjerrum et al.,
2005). Nao deve ser descartada a ideia de que todas estas substancias
antibacterianas podem atuar em associacdo, ndo s6 entre si como fatores
desencadeantes e processantes, mas também como bloqueio fisico. Algumas
bactérias secretam enzimas como a f-glucoronidase e hidrolases de sais
biliares que liberam compostos como &cidos biliares com ac¢do inibitoria sobre
as outras bactérias (Jin et al., 1997).

2.2.4.3. Neutralizagdo de enterotoxinas e atividade metabdlica

Certos micro-organismos produzem metabolitos que séo capazes de
neutralizar os efeitos de enterotoxinas produzidas por coliformes (Sissons,
1989) e ainda reduzem a absorcéo de substancias toxicas como, por exemplo,
amonia (Vanbelle et al., 1990). Alguns probiodticos que contém Bifidobacterium
previnem a formacdo de aminas toxicas pelas bactérias intestinais (Stewart &
Chesson, 1993) e atuam sobre o metabolismo celular, reduzindo a
concentracdo de amdnia no organismo (Kozasa, 1986) e, liberando enzimas
(De Vrese et al., 2001) que auxiliam na digestao dos alimentos.

2.2.4.4. Aumento daimunidade

As bactérias probioticas tém capacidade de resposta imune sistémica
aumentando o numero e a atividade de células fagociticas do hospedeiro
(Sissons, 1989). As aves possuem acumulos de tecidos linfaticos espalhados
ao longo do trato intestinal que sdo as placas de Peyer, Tonsilas cecais e a
Bolsa de Fabricius. Esses tecidos captam antigenos disponibilizados no trato

digestorio, que estimulam as células B precursoras de IgA e, células T
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colaboradoras das placas de Peyer, para desenvolvimento de uma imunidade
geral e inespecifica (Bar-Shira et al., 2003; Erf, 2004). Koenen et al. (2004)
verificaram um aumento da producdo de anticorpos tipo IgA, pelo estimulo
imunologico da mucosa. Segundo esses autores, 0s anticorpos bloquearam os
receptores da mucosa e reduziram o numero de bactérias patogénicas na luz
intestinal. Dalloul et al. (2003) relatam um aumento na producéo de linfocitos
intraepiteliais no intestino e na expressao de linfécitos CD3, CD4 e CDS,
demonstrando que o estimulo da imunidade da mucosa intestinal pelo
probiético, previamente a uma infeccdo por Eimeria acervulina, podia proteger
contra coccidiose. Koenen et al. (2004), constataram o aumento nos titulos de
IgA, IgG e IgM em frangos que receberam Lactobacillus plantarum e L.
paracasei isolados e em combinacdo e Kabir et al. (2004) encontraram um
aumento significativo de anticorpos nas aves alimentadas com probidticos,
refletindo num desempenho significativamente maior em relacdo aqueles que
receberam a dieta controle.

2.2.4.5. Efeito trofico

Relatos de Cook & Bird (1973) indicaram que aves criadas em
ambientes livres de patégenos apresentaram uma reducdo na altura de vilos,
bem como na profundidade de cripta, sugerindo que o crescimento normal do
epitélio intestinal dependa também do equilibrio da populacdo de micro-
organismos ali residentes. Assim, a integridade da mucosa do trato
gastrointestinal confere aos frangos de corte condigcbes adequadas para a
digestao e absorcao dos nutrientes.

Nos ultimos anos, o emprego de micro-organismos intestinais tém

proporcionado bons resultados na nutricdo das aves, principalmente em



14

condicBes experimentais. Alguns probioticos tém demonstrado efeito trofico no
TGl animal, favorecendo o0s processos mitéticos na regido cripta-vilos,
aumentando o numero e o tamanho de vilos e possibilitando maior area de
absorcdo de nutrientes (Junqueira et al., 2009). Segundo Awad et al. (2009), a
adicdo do probidtico Enterococcus faecium DSM 3530 nas dietas de frangos de
corte teve um efeito significativamente melhor sobre o desempenho, o peso dos
orgaos e a histomorfometria intestinal em relacdo aos animais que receberam
dieta controle. Pelicano et al. (2003) observaram um aumento significativo na
altura (duodeno) e perimetro de vilo (duodeno e jejuno) em aves alimentadas
com probiodticos, conferindo maior area de absorcdo de nutrientes
(Macari,1999).

2.2.5. Probiotico a base de Enterococcus faecium

O género Enterococcus caracteriza-se por ser constituido de micro-
organismos colonizadores transitorios do trato gastrintestinal, indispensaveis no
tratamento das diarreias, principalmente na invasdo do Clostridium (Ecology
Health Center, 2005).

Entretanto, o E. faecium foi, por muito tempo, confundido com o E.
fecalis, uma espécie patogénica, razdo pela qual seus estudos foram
prejudicados, tendo seu inicio tardio em relacdo as demais bactérias benéficas
ao organismo animal e humano (Ecology Health Center, 2005).

O E. faecium é uma bactéria ndo patogénica, com um tempo de
reproducdo de 19 minutos, diferente do Lactobacillus e do Bifidobacterium que
é de aproximadamente 60 minutos. Com reproducgdo trés vezes mais rapida,
seu efeito na remocdo de bactérias patogénicas no intestino pode ser mais

efetivo. E resistente ao acido gastrico, sendo pouco inibido quando veiculado
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por suplemento oral (Ecology Health Center, 2005).

Na literatura pode-se encontrar trabalhos acerca de sua capacidade
competidora ou antagbnica a micro-organismos patogénicos (Audisio et al.,
2000; Shin et al., 2008). Segundo Shin et al. (2008) foi possivel constatar um
efeito inibidor dos Enterococcus faecium SH 528, E. faecium SH 632 e
Pediococcus pentosaceus, isolados do TGl de frangos de corte, contra
Clostridium perfringens e Listeria monocytogenes.

Essas habilidades ou caracteristicas dos Enterococcus sp estdo
presentes em pesquisas com probidticos. Porém, a maioria dos probioticos
Enterococcus se apresenta em combinagdo com outros micro-organismos.
Mountzouris et al. (2007) avaliando a eficacia de um probiético contendo cepas
de Enterococcus, Lactobacillus, Bifidobacterium e Pediococcus em dietas para
frangos de corte constataram um desempenho (consumo de racdo e ganho de
peso) semelhante aos animais que receberam dietas com antibiotico. Além
disso, esse probidtico apresentou um efeito regulador da microbiota,
favorecendo o desenvolvimento e a proliferacdo de Bifidobacterium spp. e
Lactobacillus spp. e estimulou a produgcdo das enzimas a-galactosidase e (-
galactosidase pela comunidade microbiana cecal.

Henrigue et al. (1998) também n&o encontraram diferencas
significativas ao comparar dois tipos de probiéticos, um a base de Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidiphylus e Sacharomyces cerevisiae e outro
constituido por Bacillus subtilis, com dois tipos de antibidticos, virginiamicina e
avilamicina. Porém, constataram uma reducdo significativa na mortalidade
(48,5%) para as aves que foram alimentadas com probidticos.

O efeito semelhante dos probioticos em relagédo aos antibioticos para
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desempenho é bem visto na producdo avicola, uma vez que o primeiro poderia,
caso necessario, substituir o segundo sem afetar o desempenho. Contudo,
trabalhos mostrando piora nos resultados de desempenho com o uso de
probiético a base de Enterococcus faecium foram encontrados na literatura.
Gonzales (1998) e Loddi et al. (2000) comparando a inclusdo de Enterococcus
faecium com antibidtico avoparcina em dietas para aves, constataram que as
aves alimentadas com probidtico apresentaram piora significativa de
desempenho em relacdo ao antibidtico.

Contudo, a resposta contraditoria encontrada na literatura cientifica a
respeito da eficicia do probidtico Enterococcus faecium, também se aplica aos
demais probidticos constituidos por outros micro-organismos e esta associada
as interacfes existentes no TGl do animal (Remhan et al., 2007) e também a
multifatores, tais como, a viabilidade da cepa microbiana, o nivel e a forma de
administracao, frequéncia de aplicacéo, tipo de dieta, idade da ave, condicbes
de higiene do sistema de producdo e fatores estressantes (Mountzouris et al.,
2010).

2.3. Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sdo substancias extraidas das plantas ou parte
delas (flores, sementes, raizes, folhas, brotos, caules e frutos) por destilacdo
desde o século Xlll D.C., mas teve seu uso disseminado apenas no século XIV
D.C. em Londres (Burt, 2004). Contudo, a partir de 1881, com os estudos de De
La Croix sobre suas propriedades antimicrobianas e efeitos flavorizantes é que
foi amplamente disseminado (Burt, 2004). Em 1945, com o desenvolvimento da
guimica farmacéutica sintética e emergéncia dos antibiéticos produzidos pela

fermentacao de bactérias, houve uma diminuicdo do mercado e da pesquisa de
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plantas medicinais (Scheuermann & Cunha Junior, 2006) e o uso de Oleos
essenciais como substadncias antimicrobianas quase desapareceu
(Cowan,1999). Nos anos 90, devido as restricbes aos antimicrobianos
melhoradores de crescimento na producdo animal e o crescente apelo por
consumo de produtos naturais, os 0leos essenciais re-emergiram como
alternativa de uso aos antibidticos e quimioterapicos melhoradores de
crescimento.

2.3.1. Composicao

A analise detalhada da composicdo dos 6leos essenciais € obtida
através de cromatografia gasosa e espectrometria de massa (Jerkovic et al.,
2001; Delaquis et al., 2002). Os 6leos essenciais do ponto de vista quimico séo
constituidos pela mistura de varios componentes com alta complexidade, o que
dificulta explicitar suas propriedades (Senatore, 1996; Russo et al., 1998). Sdo
geralmente misturas de terpendides (linalol, geraniol, mentol, citronilol, a-
terpinol, borneol, tuianol e citronilol) e uma variedade de hidrocarbonetos (fendis
como o timol, carvacrol, eugenol, gaiacol) e aldeidos aromaticos (como o
cinomaldeio, cuminal e felandrol) (Dorman & Deans, 2000). A maioria dos
componentes € caracterizada por dois ou trés componentes em concentracoes
bastante altas (85%) comparado com outros em quantidade traco (Senatore,
1996; Bauer et al., 2001). Geralmente, os principais componentes refletem as
caracteristicas fisicas e biol6gicas dos O6leos essenciais. Os componentes
fendlicos sdo os principais responsaveis pelas propriedades antimicrobianas
dos 6leos essenciais (Cosentino et al., 1999).

Alguns estudos mostram que a atividade dos principais componentes

€ regulada por outras moléculas (Gill et al.,, 2002; Morey &Canillac, 2002).
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Dependendo da concentracdo dessas moléculas traco, os o6leos essenciais
podem ter suas propriedades antimicrobianas reduzidas ou potencializadas. E o
caso dos o6leos essenciais extraidos da artemisia (Marino et al., 2001); tomilho
(Paster et al., 1995; Marino et al., 1999) e orégano (Paster et al., 1995).

A composicado dos Oleos essenciais também é afetada por fatores
ligados a sua origem, como fatores ambientais (localizacdo geografica, clima,
solo, chuvas, estacdo do ano e periodo de colheita) e genéticos (cultivares,
parte da planta, assim como a fase de seu desenvolvimento) (Cosentino et al.,
1999; Marino et al., 1999; Faleiro et al., 2002). Assim um Oleo essencial
extraido de plantas diferentes, mas de uma mesma espécie pode apresentar
diferentes graus de suas propriedades antimicrobianas (Dorman & Deans,
2000). Segundo Marino et al. (1999), 6leos essenciais produzidos durante ou
imediatamente apds a floracdo, geralmente apresentam maior atividade
antimicrobiana. Delaquis et al. (2002) também constataram que o éleo essencial
extraido da semente de coentro tem diferente composicdo comparado ao 6leo
extraido das folhas jovens da mesma planta.

2.3.2. Modo de acédo dos 6leos essenciais na nutricdo de frangos

2.3.2.1. Sensibilidade oronasal e condicionamento digestivo

Os efeitos benéficos estimulantes de plantas condimentares na
alimentacdo datam de muitos anos e tem sido recentemente pesquisada em
experimento com animais. Os Oleos essenciais a partir de alho, orégano,
pimenta, canela, cominho, coentro, cebola entre outros, e seus compostos
atuam como condimento através da ativagédo de trés mecanismos de sensores
periféricos nas cavidades oral e nasal (ou cavidade oronasal): sentido

somatisador, cheiro e gosto (Tominaga & Julius, 2000; Platel & Srinivasan,



19

2004; Srinivasan, 2007). A sensibilidade oronasal prepara o trato
grastrointestinal para a recepcdo do alimento e estimula as secrecdes e a
mobilidade intestinal (Katschinski, 2000; Hiraoka et al., 2003; Laugerette et al.,
2005). O animal percebe através dos receptores presentes na mucosa
oronasal, o cheiro e 0 gosto condimentar do alimento e envia a informacao para
0 nervo trigeminal no cérebro que da o sinal de alerta para o aumento da
motilidade gastrointestinal, a producédo de saliva e consequente producdo de
enzimas e secrecfes gastricas e biliares (Kaunitz & Akiba, 2001; Akiba et al.,
2002; Platel & Srinivasan,2004) para proteger o epitélio digestivo. Contudo,
como as aves ao contrario dos mamiferos, apresentam baixa percepcdo a
gostos e cheiros codimentares, sua tolerancia para Oleos essenciais no
alimento é bastante alta. Segundo Mason et al. (1991) e Roura et al. (2008),
aves alimentadas com 20000 ppm de capsaicina e outros 6leos essenciais se
mostraram indiferentes a sua presenca no alimento.

2.3.2.2. Atividade antimicrobiana e reguladora da microbiota do
TGl

A atividade antimicrobiana dos o6leos essenciais foi verificada em
muitos trabalhos sobre bactérias, fungos, protozoarios e virus (Larrondo et al.,
1995; Tabak et al., 1999; Dorman & Deans, 2000). Segundo Chao et al. (2000)
a acao antibacteriana de 45 6leos essenciais testados contra um largo espectro
de micro-organismos, demonstrou uma maior resisténcia das bactérias gram
negativas em relagdo as gram positivas. Resultado semelhante foi encontrado
por Smith-Palmer et al. (1998) sobre patdgenos de alimentos (E. coli, S.
enteritidis, C. jejuni, S. aureus, L monocytogenes) quando utilizaram oOleos

essenciais a base de canela, tomilho e cravo-da-india. A composi¢do quimica
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dos Oleos essenciais pode variar de acordo com a localizagdo geografica e
periodo de colheita das plantas. Esta possivel variagdo na composicdo é
suficiente para causar graus de suscetibilidade das bactérias gram positivas e
negativas. Além disso, existe o efeito sinérgico ou antagbnico entre o0s
componentes principais (em maior nivel) e os de menor representatividade
presentes nos Oleos essenciais, que pode potencializar ou reduzir a acéo
antimicrobiana. O sinergismo entre o carvacrol e seu precursor p-cineme sobre
células vegetativas de Bacillus cereus foi demonstrado por Ultee et al. (2002). O
p-cineme tem um efeito antimicrobiano, capaz de aumentar a permeabilidade
das membranas das células bacterianas, favorecendo o transporte do carvacrol
para o interior das células.

A mistura de cinamaldeido e eugenol (250 e 500 pg/mL,
respectivamente), inibiram o crescimento de Staphiloccocus sp., Bcacillus sp.,
Microccocus sp. e Enterobacter sp. por mais de 30 dias, enquanto esses
compostos aplicados individualmente ndo demonstraram esse mesmo efeito
(Moleyar & Narasimham, 1992).

O efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais na nutricdo de frangos
previne doencas causadas por micro-organismos patogénicos, regula a
microbiota do TGI e proporciona melhor desempenho do animal. O efeito de
dois diferentes 6leos essenciais néao identificados (blends) foi constatado contra
Clostridium perfringens no intestino e excreta de frangos por Mitsch et al.
(2004). Segundo os autores, esse efeito foi obtido pela acdo direta dos 6leos
essenciais sobre as bactérias. Contudo, as enzimas digestivas induzidas pelos
Oleos essenciais da dieta podem também aumentar a digestibilidade dos

nutrientes e, regular e estabilizar a microbiota digestiva. A inativacdo de toxinas
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de C. perfringens por enzimas digestivas, como a tripsina (Arbuckle, 1972; Baba
et al., 1992) pode explicar como a colonizacdo desta bactéria foi reduzida com o
uso de Oleos essenciais. Resultados semelhantes foram apresentados por Sims
et al. (2004), demonstrando que frangos desafiados por C. perfringens
apresentaram menos lesdes intestinais e melhor desempenho, em relacdo a
dieta controle, quando receberam dieta com mistura comercial de 6leos
essenciais ou bacitracina. Cross et al. (2002) e Jang et al. (2007) constataram a
reducdo na contagem de coliformes em aves suplementadas com oOleo de
tomilho e com uma mistura comercial de 0leos essenciais, incluindo o Oleo de
tomilho. Resultados semelhantes também foram encontrados com a mistura
formada por capsaicina, cinamoaldeido e carvacrol, diminuindo o numero de E.
coli e C. perfringens (Tucker, 2002; Jamroz et al., 2003). Tellez et al. (1993) e
Orndorff et al. (2005) em frangos e Vicente et al. (2007) em poedeiras também
demonstraram efeito profilatico da capseacina sobre Salmonella enteritides.

O efeito dos Oleos essenciais tem sido demonstrado no controle de
coccidiose em frangos de corte. O efeito de diferentes tratamentos no
desempenho de frangos infectados com espécies de eimérias foi investigado
por varios pesquisadores. lbrir et al. (2002) com tomilho, Giannenas et al.
(2003) com orégano e Christaki et al. (2004) com uma preparagdo comercial,
nao encontraram efeito entre os tratamentos para a excre¢do de o0ocistos
durante o periodo de infecgdo, mas encontraram um beneficio significativo no
desempenho e diminuicdo na excrecdo de oocistos nas fezes no periodo pés
infeccdo. Evans et al. (2001) constataram a reducdo da excregcédo de oocistos
em frangos que receberam dietas contendo 50 ppm da mistura de 6leos

essenciais (cravo-da-india 1%, tomilho 0,1%, hortela-pimenta 0,1% e lim&o
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0,1%) comparado com aqueles alimentados com dietas controle (néo
suplementadas). Assim como, Oviedo-Rondon et al. (2006) e Hume et al.
(2006) que demonstraram o efeito de uma mistura comercial de Oleos
essenciais na regulacdo da populacdo de micro-organismos intestinais de
frangos vacinados contra coccidiose, evitando drasticas alteracfes apos a
infeccéo por coccidios.

Outros estudos sobre o efeito de 6leos essenciais nas dietas para
frangos de corte foram obtidos para respostas morfoldgicas e histolégicas do
trato intestinal. Jamroz et al. (2006) constataram um aumento no muco das
paredes do jejuno em frangos alimentados com mistura comercial de O6leos
essenciais. A producédo de muco pode afetar a adesao das bactérias na mucosa
intestinal e promover mudancas na microbiota intestinal e evitar a proliferacéao
de patégenos (Jeurissen, et al., 2002).

2.3.3. Oleos essenciais em parametros de producéo de frangos

Vérios trabalhos foram publicados ao longo das udltimas décadas

sobre o efeito de 6leos essenciais no desempenho produtivo, atividades de
enzimas digestivas e digestibilidade de dietas de frangos de corte. Um resumo
sobre o efeito dos 6leos essenciais no desempenho foi concentrado na revisao
de Windisch et al. (2008). Pode-se observar em grande parte dos trabalhos
uma reducgao no consumo de alimento e uma melhora na converséo alimentar.
Diferindo desses resultados, outros autores (Lee et al., 2003; Hernandez et al.,
2004, Jang et al., 2007), usando 6leo essencial de orégano, tomilho, pimenta,
alho e mistura de Oleos essenciais com tomilho ndo encontraram diferencas
nos parametros de desempenho. Contudo, diferentes pesquisas desenvolvidas

em muitos paises ilustram o efeito positivo dos O6leos essenciais no



23

desempenho de frangos. Assim como Kamel (1999; 2000) usando compostos
a base de capsaicina e polifendis, Jamroz et al. (2003) a base de capsaicina,
cinamaldeido e carvacrol, Lewis et al. (2003) usando 0leo essencial a base de
alho e Alcicek et al. (2003; 2004) usando uma mistura de Oleos essenciais a
partir de extratos de alho e tomilho. Também foi encontrado um efeito de
melhora no desempenho associado a reducdo do peso intestinal (Demir et al.,
2003), com reducao na profundidade de cripta no ileo quando 6leos essenciais
a base de alho e tomilho foram incluidos na dieta. Em um estudo com mistura
de Oleos essenciais a partir de orégano, canela, tomilho e pimenta (Zhang et
al., 2005) em substituicdo ao antibidtico melhorador de desempenho (BMD e
virginiamicina), foi encontrado valores de conversdo alimentar foram
semelhantes em ambas as dietas. Garcia et al.(2007) também encontraram
resultados semelhantes entre antibiotico avilamicina e o 6leo essencial a partir
de salvia, tomilho e orégano (capsaicina, cinamaldeido e carvacrol) para
parametros de digestibilidade da dieta.

2.4. Enzima

2.4.1. Caracterizacao das enzimas

As enzimas sédo proteinas globulares, que atuam como catalizadores
biolégicos, sobre substratos especificos, dependente das condi¢bes Otimas de
temperatura e pH, e aceleram a velocidade das rea¢des quimicas no organismo
sem serem alteradas nesse processo. As enzimas se classificam com base nas
reacfes que desempenham. Algumas enzimas sdo proteinas simples, outras
conjugadas, e contém grupos prostéticos constituidos por ions metalicos, por
coenzimas ou por ambos (Lehninger et al., 1995).

Além da atividade catalitica, as enzimas podem ser caracterizadas
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por propriedades fisicas e quimicas como solubilidade, mobilidade
eletroforética, nimero de cadeias polipeptidicas, coeficiente de sedimentacéo,
massa molecular, composicdo de aminoacidos, sequéncia peptidica, estrutura
secundaria, terciaria e eventualmente quaternaria.

A estrutura molecular das enzimas é bastante fragil e pode ser
desnaturada pelo calor, pelos &cidos, pelas vitaminas, pelos minerais, pelos
metais pesados e por outros agentes oxidantes. Por essa razdo existe a
preocupacdo de que as enzimas utilizadas na alimentacdo animal possam
manter o nivel de atividade suficiente para se obter resposta significativa.
Segundo Acamovic & McCleary (1996) e Jensen (1998), as enzimas exdgenas
devem ser estaveis durante o armazenamento, compativeis com minerais,
vitaminas e outros microingredientes encontrados no premix; termoestaveis a
todas as temperaturas encontradas durante o processo de producdo do
alimento e, resistentes a variacbes de pH e atividade proteolitica do trato
digestorio do animal.

2.4.2. Obtencao das enzimas utilizadas na alimentacéo animal

As enzimas utilizadas nas racbBes avicolas sado produzidas,
industrialmente em laboratérios especializados por meio de culturas aerdbias,
sendo derivadas principalmente da fermentacdo bacteriana, fangica e de
leveduras destacando-se bactérias do género Bacillus e de fungos do género
Aspergillus, Penicillum e Trichoderma (Fireman & Fireman, 1998).

As principais enzimas disponiveis no mercado séo as carboidratases,
as proteases e a fitase. Dentre as carboidratases, as xilanases sédo obtidas a
partir do Trichoderma longibrachiatum; as B-glucanases sao sintetizadas pelos

Bacillus circulans, B. subitilis e o Penicilium emersonii e; as amilases sdo
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produzidas principalmente por micro-organismos do género Bacillus (Vanbelle,
1992; Oliveira, et al., 2007).

2.4.3. Enzimas exdgenas para aves: breve histérico

O estudo das enzimas com o objetivo de melhorar o valor nutricional
dos alimentos para aves teve inicio na década de 50, quando um grupo de
pesquisadores da Universidade de Washigton/EUA passaram a investigar as
razdes do baixo desempenho e cama Umida, quando utilizavam determinados
cereais, como o trigo, cevada e centeio, nas dietas de frangos de corte. Os
pesquisadores verificaram que quando o0s cereais eram umedecidos antes de
serem fornecidos as aves melhoravam o desempenho dos frangos, o que
poderia ser devido a liberacdo de enzimas dos cereais em decorréncia do
umedecimento, desencadeando a pré-germinacdo da semente. Posteriormente,
a equipe de pesquisadores verificou que o pré-umedecimento poderia ser
substituido pela adicdo de uma amilase microbiana. Na época o alto custo de
producdo e a baixa estabilidade desta enzima ao calor e as condicbes adversas
no trato digestivo, até atingir o substrato alvo, impediram a aplicacdo comercial
desta descoberta (Graham & Inborr, 1993).

As pesquisas foram se desenvolvendo concentradas, principalmente
no desenvolvimento de enzimas que pudessem melhorar o baixo desempenho
e cama Umida das aves alimentadas com dietas contendo ingredientes com
altos teores de polissacarideos ndo amilaceos, como o trigo, a cevada e o
centeio, ingredientes bastante utilizados na Europa.

O fato de as enzimas serem muito especificas na sua reacdo
catalitica determina que os produtos que contenham sé uma enzima sejam

insuficientes para produzir o maximo de beneficio como suplemento em dietas
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avicolas. Isto sugere que misturas de enzimas ou sistemas multienzimaticos
sejam mais efetivos, atuando sobre uma série de polissacarideos da parede
celular dos gréaos, levando ao melhor aproveitamento da dieta. Esses
complexos seriam mais efetivos em frangos jovens, porque nesta fase, estes
ainda ndo apresentam o desenvolvimento completo do trato gastrointestinal,
assim como do seu sistema enzimatico (Vanbelle, 1992; Steenfeldt et al.,
1998a; Batal & Parsons, 2002; Mouréao & Pinheiro, 2009).

Segundo Bedford & Morgan (1996), a utilizacdo de complexos
enzimaticos em dietas com matérias primas de alta viscosidade, como trigo,
centeio e cevada seria uma rotina na industria avicola europeia desde a década
de 80, apresentando vantagens técnicas e econémicas.

2.4.4. Polissacarideos ndo amilaceos

Polissacarideo € o nome dado a macromolécula constituida de um
grande numero de monossacarideos (unidade simples de acucar) unidos por
ligacdes glicosidicas (IUPAC, 2005).

Os polissacarideos ndo amilaceos solaveis (PNAs) séo
macromoléculas de polimeros de aclcares simples (monossacarideos)
resistentes a hidrélese no trato gastrointestinal de animais ndo ruminantes
devido ao tipo de ligagbes das unidades de agucar.

Os PNAs (arabinoxilanos, D-xilanos, B-glucanos, D-mananos,
galactomananos, xiloglucanos, entre outras) presentes nas dietas nao sao
digeridos por apresentarem ligagdes B. As ligagbes B (1—4) D glucanos, sao
resistentes as enzimas de degradagdo do amido, que possui as ligagbes a de
mais facil degradacdo. O trigo apresenta quantidade de arabinoxilanos,

seguidos pelo centeio. A cevada tem um alto conteudo de B-D glucanos, fator
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responsavel pela sua baixa digestibilidade nas dietas para frangos (Smits &
Annison, 1996).

Os arabinoxilanos sédo polissacarideos complexos formados pelos
acucares arabinose e xilose em uma estrutura ramificada. Quando em presenca
de agua sao facilmente hidratados e se tornam viscosos (Smits & Annison,
1996). A solubilidade e a viscosidade dos PNAs dificultam a interacdo das
enzimas endogenas aos substratos da digesta, influenciando na digestdo do
amido, gordura e proteina e diminuindo a energia metabolizavel das dietas,
resultando em baixo desempenho dos animais. A viscosidade também aumenta
o tempo de retencdo da digesta no TGI das aves, favorecendo a proliferacao
microbiana intestinal (Langhout et al., 1999; Hubner et al., 2002; Shakouri et al.,
2009) e também pode causar alteracGes na fisiologia e morfologia do trato
gastrointestinal (Shakouri et al., 2009).

Chesson (2001) cita alguns dos mecanismos que podem
teoricamente aumentar a viscosidade da digesta pela ingestdo dos PNAs:

1. Conexao cruzada e oxidativa e formacdo irreversivel do gel,

2. Interacbes ndo covalentes entre regibes adjacentes de polimeros
de arabinoxilanos altamente ramificados liberados do endosperma e da camada
de aleurona e;

3. Alto peso molecular destes polissacarideos.

2.4.5. Funcéo das enzimas exdégenas em dietas

Os efeitos adversos dos arabinoxilanos e glucanos sdo diminuidos
guando esses polimeros sao parcialmente hidrolizados. As enzimas glucanases
e xilanases causam uma despolimerizacdo parcial dos glucanos e

arabinoxilanos, reduzindo a viscosidade do conteldo intestinal, aumentando
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assim a interacdo das enzimas digestivas com o0s substratos da dieta,
resultando em melhor digestédo e absorcéo de nutrientes (Choct et al., 1999).

Contudo as enzimas também s&o usadas em dietas com baixa
viscosidade, principalmente as amilases. O objetivo com a introducdo destas
enzimas € melhorar a taxa de digestdo do amido no intestino delgado. Noy &
Sklan (1995) relatam que em nivel de ileo, a digestibilidade do amido raramente
€ superior a 85%, o0 que implica em mais amido que néo é digerido no intestino
delgado (aproximadamente 15%), servindo de fonte energética nos processos
de fermentacdo para os micro-organismos residentes (Jamroz et al., 2002),
principalmente nos cecos dos frangos (Van Der Wielen et al., 2000; Ricke,
2003).

2.4.6. Fatores que afetam a eficiéncia das enzimas

Além da especificidade enzima/substrato, o tipo de cereal incluido na
dieta, o nivel de enzima administrado a racédo e a idade das aves sao fatores
gue podem influenciar a eficiéncia das enzimas em dietas para aves.

A composicdo de nutrientes e fatores antinutricionais pode variar
muito de um cereal para outro. O trigo, por exemplo, apresenta uma grande
guantidade de PNAs em sua composicdo. Quando introduzido nas dietas,
geralmente aumenta a viscosidade da digesta, baixando a digestibilidade da
dieta e o desempenho dos animais. J& no milho a presenca de PNAs & bem
menor e os efeitos adversos sdo menos intensos, o0 que o torna mais digestivel
em relacdo ao trigo. Essa caracteristica favorece a eficiéncia das enzimas
exdgenas para dietas com farelo de trigo, pois o percentual de digestibilidade
do milho j& é alto, assim a margem de aumento conseguida com a introducao

de enzimas se torna menor (Amerah et al., 2008) em relacdo a digestibilidade
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do trigo.

A origem do cereal, bem como a cultivar também pode afetar a
digestiblidade e a eficiéncia da dieta (Ravindram et al. 2006). Condicbes de
solo, clima e estacdo do ano pode caracterizar um maior ou menor nivel de
fatores antinutricionais presente nos cereais (Ciftci et al., 2003).

Além disso, a idade também tem um efeito importante na eficiéncia
da enzima. Segundo Nitsan et al. (1991) e Noy & Sklan (1997) as aves jovens
apresentam limitacdes das atividades das enzimas digestivas e das funcfes do
trato gastrointestinal, contudo a medida que crescem aumenta a producédo das
enzimas enddgenas, aumentando também a absorcdo de aminoacidos e
energia pelo desenvolvimento do trato gastrintestinal (Noy & Sklan, 1995).
Olukosi et al. (2007) observaram uma maior retencdo da matéria seca, energia
e nitrogénio com o aumento da idade. Eles concluiram que os frangos jovens
sdo mais beneficiados com a acdo das enzimas, ja que em aves mais velhas a
retencdo de nutrientes diminui e a eficiéncia das enzimas exégenas fica menos
evidente. Steenfeldt et al. (1998a) e Zhou et al. (2009) também verificaram uma
maior digestibilidade da dieta e um maior desempenho zootécnico das aves
alimentadas com enzimas incluidas as dietas, porém esse efeito foi mais
pronunciado nas aves jovens.

2.4.7. Efeito das enzimas exdgenas nas dietas

Zanella et al. (1999), observaram melhoria no ganho de peso e na
conversao alimentar de 1,9 e 2,2%, respectivamente, em dietas a base de
milho/farelo de soja, quando uma mistura de xilanase, amilase e protease foi
introduzida a dieta. Os autores Steenfeldt et al. (1998b) e Garcia et al. (2008)

também constataram melhora na conversdo alimentar e diminuicdo da
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viscosidade intestinal em dietas com trigo/farelo de soja, quando as enzimas
xilanese e B-glucanase foram adicionadas a dieta.

Wyatt & Bedford (1998), investigaram a resposta da energia
metabolizavel a suplementacdo da mistura das enzimas protease e amilase,
substituindo diretamente a gordura adicionada por milho (reduzindo os niveis
totais de energia). A substituicdo direta da gordura pelo milho diminuiu os niveis
de energia em 3,9% na dieta inicial e aproximadamente 9% nas dietas de
crescimento e terminacao (3150 contra 3030 kcal/kg, inicial; 3320 contra 3049
kcal/kg, crescimento; 3370 contra 3090 kcal/kg, terminacédo). A reducdo de
energia nao teve efeito sobre o peso vivo final e a conversao alimentar,
promovendo um desempenho semelhante as aves em relacdo as que
receberam a dieta padrdo. Estes resultados demonstram que o uso adequado
de enzimas pode liberar energia de dietas milho/farelo de soja, resultando num
desempenho equivalente a dieta de alta energia e custo de racdo por kg de
carne mais barato.

Zanella et al. (1999), observaram reducéo na atividade endégena das
enzimas pancreaticas, amilase e tripsina em frangos de 21 dias de idade,
alimentados com dietas suplementadas com enzimas exdgenas amilase e
protease. Os autores concluiram que a inclusdo de enzimas exdégenas nas
dietas avicolas reduz a sintese de enzimas enddgenas. Em consequéncia, o
organismo tem a disposicdo mais aminoacidos para a sintese proteica. De
acordo com Garcia (1997), em situagbes normais, aproximadamente 25% das
necessidades diarias de nitrogénio podem ser destinadas para sintese de
enzimas endogenas.

Mathlouthi et al. (2002) avaliaram o efeito da adicdo de xilanase e (3-
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glucanase sobre o desempenho, a digestibilidade dos nutrientes, as condicdes
fisico-quimicas do intestino e a microbiota cecal de frangos de corte
alimentados com dietas a base de milho, arroz e cevada. Os autores
observaram melhora na digestibilidade dos nutrientes através da melhora da
energia metabolizavel aparente.

Wang et al. (2005) avaliando dietas a base de trigo com
suplementagao de xilanase e B-glucanase verificaram efeito das enzimas no
desempenho (ganho de peso e conversdo alimentar) e na digestibilidade da
proteina bruta e na EMA, aumentando significativamente os valores destas
variaveis. Além disso, a inclusdo das enzimas promoveu uma diminuicdo no
tamanho dos o6rgdos e do trato gastrointestinal (0 peso de cada segmento
diminuiu linearmente-P<0,05-) e um aumento na producdo de acidos graxos
volateis.

Jozefiak et al. (2007), pesquisando o feito da suplementacdo de
xilanase em dietas com trigo, triticale e arroz verificaram que a viscosidade da
dieta e o0 peso relativo dos cecos diminuiram com introducdo da enzima, mas
houve uma maior fermentacdo microbiana (maior producdo de acidos graxos
volateis) nas dietas com arroz.

Gao et al. (2008) avaliando dietas a base de trigo/milho/farelo de
soja verificaram um aumento no desempenho dos animais, uma diminui¢ao no
peso relativo do duodeno, jejuno, pancreas aos 21 dias de idade e dos cecos
aos 49 dias, quando a mistura das enzimas xilanase, B-glucanase, celulase e
pectinase) foram introduzidas as dietas. Essas enzimas também promoveram
um maior pH do contetdo do duodeno e jejuno aos 21 dias e um menor pH dos

cecos aos 49 dias.



32

Zhou et al. (2009) avaliando dietas a base de farelo de trigo e milho
com diferentes niveis de energia metabolizavel (12,55, 12,30, 12,05, 11,80 e
11,55 MJ/kg) nas fases inicial, crescimento e terminacédo, verificaram que a
metabolizabilidade da matéria seca diminuiu significativamente com a reducéo
da energia metabolizavel (EM) das dietas inicial e de crescimento, mas a adicao
da mistura com enzimas xilanase, a-amilase e protease as dietas proporcionou
aumento desta variavel em todas as dietas e fases analisadas. Contudo o maior
aumento foi obtido com o menor nivel de energia metabolizavel. A energia
metabolizavel aparente (EMA) também diminuiu linearmente, com a reducéo do
nivel de EM da dieta, para as fases inicial, crescimento e terminacdo, mas
aumentou em todas as fases com a introducdo das enzimas. Contudo, o maior
aumento para esta variavel foi obtido com 11,55 MJ/kg de EM na fase inicial. A
retencdo da proteina bruta (PB) aumentou pela suplementacdo com enzima nas
dietas com os niveis de EM de 11,55 e 11,80 MJ/kg. Os autores concluiram que
0 nivel de energia metabolizavel da dieta afetou a metabolizabilidade da MS,
PB e a EMA e a suplementacdo com enzimas aumentou a metabolizabilidade
destas variaveis e da EMA, sendo esta melhoria mais pronunciada nas dietas

com menor EM.
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4. HIPOTESES

Neste trabalho as seguintes hipoteses foram estabelecidas para
identificar o efeito de aditivos em dietas para frangos de corte:

a) Dietas com probidtico ou Oleos essenciais melhoram o
desempenho e a salde intestinal,

b) Dietas com probiético e/ou enzimas melhoram o desempenho e
diminuem os parametros de morfometria e pH do TGI; aumentam parametros
de metabolizabilidade e digestibilidade da dieta e reduzem a producédo de
residuos para o ambiente. Além disso, sdo capazes de alterar a microbiota do

[Umen ileal.

5. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar em dietas para frangos de corte,
o efeito do probidtico a base de Enterococcus faecium, do composto dos 6leos
essenciais extraidos de tomilho e cravo-da-india e da mistura das enzimas

xilanase, amilase e B-glucanase sobre parametros produtivos e sanitarios.



CAPITULO Il



35

Integridade intestinal e desempenho de frangos corte sob estresse

infeccioso

Intestinal integrity and performance of borilers under infectious stress

[. . Santos, A. M. Kessler, J. F. Mendes, M. F. Gianfelici, R. V. Labres

RESUMO

Considerando a melhora na produtividade animal e a acao tréfica de
alguns aditivos sobre a saude intestinal, este trabalho teve como objetivo avaliar
os efeitos de diferentes aditivos sobre a integridade, a morfometria intestinal e o
desempenho de frangos de corte, sob condicbes de estresse infeccioso por
Eimerias sp. Utilizou-se 240 frangos Cobb de 1 dia de idade e 4 dietas
experimentais: Dieta controle sem aditivo, probidtico, 6leos essenciais e
antibiotico. Avaliou-se o ganho de peso (GP), o consumo de racdo (CR) e a
conversao alimentar (CA); os escores de lesdo; a altura, largura e densidade de
vilos, profundidade de cripta (PC) e a relagéo vilos:cripta (V:C) nos segmentos
intestinais. Aos 28 dias de idade foi encontrado nos animais que consumiram
Oleos essenciais um maior (P<0,05) escore de lesdo em relacdo aos demais.
Aos 21 e 28 dias, uma menor PC e maior (P<0,05) relagdo V:C foram
verificados nos animais que receberam antibiético na dieta. As dietas com
probidtico e antibidtico possibilitaram um maior (P<0,05) CR e GP aos 21 dias
em relacdo as demais dietas. Porém, somente os animais que receberam as
dietas com antibidticos e controle apresentaram melhor (P<0,05) CA. Aos 28

dias de idade os animais que consumiram antibiético na dieta apresentaram
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uma CA melhor (P<0,05) do que aqueles que receberam a dieta com dleo
essencial. Com excecdo do CR aos 21 dias, as dietas analisadas nao
melhoraram (P>0,05) o desempenho e o0 escore de lesdo dos animais em
relacdo a dieta controle. Contudo, a dieta com antibiético diminuiu
significativamente a PC e aumentou (P<0,05) a relagao vilos:cripta, indicando
melhor eficiéncia digestiva para os animais.

Palavras chave: Antibiético; cripta; probidtico; 6leos essenciais

ABSTRACT

Some additives are considerate to able to improve the trophic action
of some additives about intestinal health the animal production. This paper aims
at evaluating the influence of different additives around intestinal performance
and morphometry from broilers under infectious stress by Eimerias sp. 240 day-
old broiler chickens Cobb and 4 trials (Control diet , probiotic, mix of essential oll
and antibiotic) were used. The weight gain (WG), feed intake (FI), feed
conversion (FC) and villus height, breadth and density and depth cripts (DC) and
the relation of villus hight:depth crypt (V:D) from intestinal segments were
evaluated. The essential oils diet in the 28 days-old yielded major (P<0,05)
lesion scores in relation to other diets. A minor DC and major relation V:D were
found in animals from antibiotic diet in the 21 and 28 days-old. The probiotic and
antibiot diets in the 21 days promoted a larger FI and WG in relation the other
diets. This WG was significantly larger than the WG form animals of essential
oils diet. But only animals that received antibiotic and control diet presented an
major (P<0,05) FC. With exception of Fl in the 21 days the diets do not improve

(P>0,05) the performance and lesion scores of animals in relation to control diet.
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However, the antibiotic diet decreased significantly the CD and increased
(P<0,05) the V:D relation suggesting better digestive efficiency for animals.

Keywords: antibiotic; cript; essential oils; probiotic; villus

INTRODUCAO

A sobrevivéncia e o bom desempenho das aves dependem da forma
como o organismo animal obtém energia e compostos quimicos. Para uma
obtencdo adequada, € necessario que o trato digestorio apresente
caracteristicas estruturais funcionais desde a ingestdo dos alimentos até a sua
absorcdo (Romer & Parsons, 1981).

A absorcéao esta intimamente relacionada aos processos ocorridos na
mucosa intestinal. O desenvolvimento da mucosa intestinal é decorrente de
eventos citoldgicos e perdas por descamacao envolvendo as criptas e os vilos
(Uni et al., 1998; Uni, 2000. Segundo Yamauchi & Ishiki (1991), a densidade de
vilos é diferente nas varias por¢des intestinais (duodeno, jejuno e ileo). De
acordo com Macari (1999) o numero de vilosidades e seu tamanho, bem como
o de microvilos, em cada segmento do intestino delgado, conferem a eles
caracteristicas préprias, sendo que na presenca de nutrientes a capacidade
absortiva do segmento sera diretamente proporcional ao nimero de vilosidades
ali presentes, tamanho dos vilos e area de superficie disponivel para a
absorcao.

Normalmente, o epitélio intestinal age como uma barreira natural contra
bactérias patogénicas e substancias toxicas presentes na luz intestinal.
Disturbios na populacdo microbiana normal ou nas células epiteliais intestinais,

causados por algum tipo de estresse, patdgenos e substancias quimicas podem
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alterar a permeabilidade desta barreira natural, faciltando a invasdo de
patdgenos e outras substancias nocivas, modificando o metabolismo, a
capacidade de digestdo e absorcéo de nutrientes e causando ainda inflamacgoes
crbnicas na mucosa intestinal (Hofstad, 1972; Podolsky, 1993).
Consequentemente ocorre diminuicdo das vilosidades, aumento do turnover
celular e diminuicéo da atividade digestiva e absortiva (Visek, 1978).

Como os processos de absorcdo de nutrientes sdo totalmente
dependentes dos mecanismos que ocorrem na mucosa intestinal, a
manipulacdo de micro-organismos probioticos, substancias antibidticas e 6leos
essenciais dentro do trato gastrointestinal, tém sido usada com o objetivo de
melhorias no desempenho e, consequentemente na eficiéncia energética no
intestino (Bradley et al., 1994; Pelicano et al., 2003; Miles et al., 2006).

A competicdo entre bactérias e hospedeiro por nutrientes e a
formacdo de metabdlitos depressores do crescimento no intestino podem ter
efeitos negativos sobre a mucosa intestinal. Acredita-se que a inibicdo da
atividade microbiana pelos antibiéticos e 6leos essenciais reduz a competicao
com o hospedeiro por nutrientes e a producdo de metabdlitos depressores do
crescimento (Ravindran et al., 1984; Apajalahti et al., 2004). A adicdo de
antibiéticos ao alimento em baixos niveis é pratica comum na producao de aves
e melhora 0 ganho de peso e a eficiéncia alimentar em torno de 1 a 5%
(Thomke & Elwinger, 1998). Os antibidticos controlam e limitam ndo s6 o
crescimento de micro-organismos prejudiciais as aves, mas também de
bactérias ndo-patogénicas incluindo lactobacilos, bifidobactérias, bacterdides e
enterococos e, reduzem a produgcdo de antagonistas microbianos como a

amonia que afeta adversamente a fisiologia do hospedeiro (Ferket, 2002).
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A microbiota do TGl desempenha importante papel na manutencao
da saude do hospedeiro. Os beneficios da ingestdo de probidticos incluem a
producado de substancias antimicrobianas e acidos organicos, protecao aos vilos
e superficies absortivas contra toxinas de patdégenos, bem como estimulo ao
sistema imune (Vicent, 1959; Dobrogosz et al., 1991; Walker & Duff, 1998). De
acordo com alguns autores, a utilizacdo dos probidticos possibilita a
colonizacdo do trato digestivo, mantendo ou incrementando a populacéo
microbiana natural, prevenindo a colonizacdo de microrganismos patogénicos
(Fuller, 1989; Vanbelle et al., 1990; Houdijk et al., 1999).

Relatos de Cook & Bird (1973) indicam que aves criadas em
ambientes livres de patdégenos apresentam uma reducéo na altura de vilos, bem
como na profundidade de cripta, sugerindo que o crescimento normal do epitélio
intestinal dependa também do equilibrio da microbiota ali residente. Assim, a
integridade da mucosa do trato gastrointestinal confere ao frango de corte
condi¢cBes adequadas para a digestao e absorcao dos nutrientes.

Nos ultimos anos, o emprego de micro-organismos intestinais e
substancias antimicrobianas (bacitracina metileno dissalicilato e O6leos
essenciais) tém proporcionado bons resultados na nutricio das aves,
principalmente em condi¢cdes experimentais. Porém, respostas diferentes sdo
encontradas em testes realizados a campo, segundo as distintas condi¢des de
criagdo. A manutencdo do ambiente de conforto térmico e 0s niveis de
contaminagcdo das dietas, das instalagbes e dos equipamentos ndo Sao
totalmente controlados dentro das unidades produtivas. Visando experimentar
uma situacdo de desvio das condi¢cOes ideais de manejo, propde-se neste

trabalho, um estresse infeccioso por Eimerias sp. Foram avaliados os efeitos de



40

um micro-organismo intestinal (probidtico) e substancias antimicrobianas
(bacitracina metileno dissalicilato-BMD e 0Oleos essenciais) sobre a integridade
da mucosa, morfometria intestinal e o desempenho de frangos de corte aos 14,

21 e 28 dias de idade.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Ensino Zootécnico
(LEZO)/UFRGS, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil. A fase de campo e o
abate dos animais foram realizados nas dependéncias do setor de avicultura do
LEZO e as analises laboratoriais nos Laboratérios de Anatomia Patologica-
Faculdade de Veterinaria/lUFRGS e Fisiologia — Instituto de Ciéncias Bésicas da
Saude/UFRGS.

O experimento foi conduzido com 240 frangos, machos Cobb. No
primeiro dia de idade, os animais foram pesados e alojados num total de 12
aves por gaiola. O peso dos animais por gaiola foi equalizado mantendo-se a
variabilidade maxima de +5% entre as médias. A temperatura ambiental e a
umidade relativa do ar foram controladas e registradas diariamente. O
abastecimento dos comedouros com racdo foi feito através de conchas
especificas para cada tratamento tomando-se, o devido cuidado para que 0s
micro-organismos de um tratamento ndo contaminassem o outro, sendo este
mesmo procedimento adotado com o material de limpeza necessario para a
lavagem dos bebedouros. Os animais receberam durante todo o periodo
experimental agua clorada e racdo (a base de milho e farelo de soja) ad libitum,
sendo este periodo dividido em duas fases: inicial (1 a 21 dias), onde as aves

receberam uma dieta contendo 3050 kcal de energia metabolizavel por kg de
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racdo, 21% de proteina bruta, 1,29% de lisina, 0,57% de metionina, 0,5% de
monensina, 0,95% de Ca e 0,45% de P disponivel; e na fase de crescimento
(22 a 28 dias), as aves receberam uma dieta contendo 3150 kcal de energia
metabolizavel por kg de racdo, 20% de proteina bruta, 1,20% de lisina, 0,53%
de metionina, 0,5% de monensina, 0,90% de Ca e 0,42% de P disponivel. Os
demais niveis nutricionais foram aqueles recomendados por Rostagno et al.
(2005).

Os animais foram pesados semanalmente e avaliou-se o ganho de
peso (GP), o consumo de racdo (CR) e a conversao alimentar (CA).

O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso, constituido
por 4 dietas: 1-Controle negativo, sem aditivo melhorador de crescimento; 2-
Probidtico (3,5 x 10* UFC/g de Enterococus faecium - 35g/ton); 3- Oléos
essenciais (extraido a partir de plantas de tomilho e cravo-da-india - 100g/ton)
e; 4- Controle positivo constituido pelo antibiético Bacitracina Metileno
Dissalicilato 11% (BMD 11% - 200g/ton).

Para o desafio com eimerias, os pintinhos foram inoculados,
individualmente, via intra-esofagica, aos 15 dias de idade, com solucéo
contendo 10 x 10° oocistos de Eimeria acervulina e 5 x 10° oocistos de Eimeria
maxima.

Aos 14, 21 e 28 dias de idade, apos jejum de 12 horas, foi realizado
o0 abate de 5 aves por tratamento para a avaliacdo de escores de leséo,
segundo Johnson & Reid (1970) e a coleta dos diferentes segmentos do
intestino delgado para as analises de morfometria.

As amostras do duodeno, jejuno e ileo foram fixadas em formalina

tamponada a 10%, cortadas transversalmente, colocadas paralelamente em
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cassetes, processados em aparelho histotécnico e incluidos em parafina.
Cortes histoldgicos de 3 a 5 micrometros foram obtidos em micrétomo rotatério
e corados com hematoxilina-eosina (Prophet et al., 1992).

Nos diferentes periodos (14, 21 e 28 dias de idade) cinco laminas por
tratamento foram feitas para cada segmento do intestino delgado. De cada
lamina foram efetuadas seis medidas de altura de vilos (AV), comprimento de
vilos (CV), largura de vilos (LV), densidade de vilos (DV) e profundidade de
cripta (PC), utilizando-se uma objetiva de duas vezes de aumento e uma régua
acoplada a lente. Os resultados das leituras foram multiplicados por um fator de
correcdo, para obtencdo do valor em micrémetro. A altura de vilos foi medida a
partir da regido basal dos vilos, coincidente com a porcao superior das criptas,
até seu apice. As criptas foram medidas da sua base até a regido de transicédo
entre a cripta e os vilos.

O estudo morfométrico foi realizado através do sistema analisador de
imagem (Image-Pro plus 6.0) acoplado a um microscopio binocular.

Os dados de desempenho (GP, CR e CA), morfometria (DV, LV, AV,
PC e a relacéo v:c) e escore de lesdo foram submetidos a analise de variancia
pelo pacote estatistico SPSS (2006) e na presenca de diferenca significativa foi
realizada a comparacdo entre as medias dos tratamentos pelo teste de Tukey

(P<0,05) ou Kruskal-Wallis (P< 0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estresse infeccioso
Aos 14 dias de idade, foi analisada a saude intestinal das aves e ndo

se constatou qualquer lesdo. Logo apds, 0s animais receberam via esofagica a
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inoculacdo de oocistos de Eimerias acervulina e maxima.

Aos 21 dias de idade observou-se que as lesdes eram menos
presentes no grupo que recebeu antibidtico. No entanto, ndo se encontrou
diferenca significativa (P>0,05) entre os grupos (Tab. 1).

Aos 28 dias os escores médios foram mais baixos que aos 21 dias,
mostrando uma recuperacdo contra a infeccdo. Porém, encontrou-se uma
diferenca significativa (P<0,05) no escore de lesdo provocado por Eimeria
maxima para 0s animais que receberam a dieta com 6leos essenciais. Contudo
esses animais ndo se diferiram daqueles que receberam a dieta controle e
probiotico. Ao contrario do que foi encontrado por Giannenas et al. (2003),
Oviedo-Rondon et al. (2006) e Silva et al. (2009), o grupo com o6leo essencial
apresentou um maior escore de lesdo em relacdo aos grupos das demais
dietas, indicando uma capacidade de recuperacdo menor ao estresse infeccioso

(Tab. 1).



44

Tabela 1- Escore de lesédo em frangos de corte sob estresse infeccioso por Eimeria maxima e E. acervulina aos 21 e 28 dias

de idade.
Eimeria maxima Eimeria acervulina

Tratamentos 21 dias 28 dias 21 dias 28 dias
Controle 1,2 13,507 0,4 9,0 % 0,8 11,25 0,4 9,0
Probiético® 1,3 14,75 0,4 9,0 0,8 11,25 0,4 9,0
Oleo essencial 1,4 15,75 0,5 11,5° 0,4 11,0 0,4 8,0
Antibiético® 0,6 12,25 0,2 7,75° 0,0 10,25 0,4 8,0
Probabilidades 0,149 0,036 0,672 1,0

CV% 3,50 3,30 2,8 2,5

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente (P<0,05); valores médios de escore de lesdo; “valores médios
ranqueados de escore de lesdo; Utilizou-se a andlise estatistica ndo paramétrica de Kruskal-Wallis para analise dos dados; *Enterococus faecium

(3,5x10"°UFC/g); “BMD 11%; CV: coeficiente de variacéo.
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Morfometria intestinal

A maioria dos processos digestivos e de absorcéo ocorre no intestino
delgado e parte da digestdo ocorre na superficie das vilosidades. A maxima
capacidade da digestdo e absorcdo acontece quando o animal apresenta uma
grande area luminal, com altas vilosidades e enterdcitos maduros (Macari,
1999). Sendo assim, parametros morfométricos como altura, largura e
densidade de vilos e profundidade de criptas sdo importantes indicadores da
saude digestiva e capacidade de absor¢cdo na mucosa intestinal.

No presente trabalho, ndo foram encontradas diferencas
significativas (P>0,05) para altura, densidade e largura de vilos em nenhum
segmento intetinal das aves aos 14, 21 e 28 dias de idade. No entanto, foram
verificadas diferencas significativas na profundidade de cripta (PC) e na relacdo
vilos:cripta (V:C) no ileo aos 21 e 28 dias (Tab. 2).

A cripta é uma area onde as células totipotentes se dividem dando
origem a reposicdo de enterdcitos nos vilos. A profundidade de cripta € um
indicativo do intenso turnover existente nos vilos em resposta a perda de
células pela descamacédo ou inflamacdes de patdgenos e toxinas produzidas
por eles. Quando a intensidade do turnover é aumentada mais energia da dieta
€ requerida, ficando menos disponivel para o crescimento do animal. A grande
massa de tecido do intestino protege o corpo da entrada de patégeno, mas
requer mais energia e/ou proteina para sua manutencdo. A adi¢cao de antibidtico
na dieta diminui a populacdo microbiana e a quantidade de inflamagbes
provocadas por ela (Walton, 1988). Neste trabalho o grupo que recebeu
antibiético na dieta apresentou menor PC (P<0,05) em relacdo aos demais

grupos analisados. Miles et al. (2006) avaliando os antibiéticos virginimicina e
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BMD na dieta de frangos de corte, reportaram que no ileo de animais com uma
semana de idade houve uma diminuicdo na profundidade de cripta em relacdo a
dieta controle. Mas, ndo encontrou diferenca significativa entre todos os
tratamentos na terceira semana de idade.

A relacdo V:C também é um indicador da capacidade digestiva do
intestino delgado. Um aumento nesta relacdo corresponde a uma melhor
digestdo e absorcdo (Montagne et al., 2003). No presente trabalho, o grupo com
antibiotico apresentou uma maior relacao V:C, indicando para os animais deste
grupo uma melhor eficiéncia digestiva. Esses resultados diferem um pouco
daqueles encontrados por Silva et al. (2009). Esses autores verificaram que 0s
animais da dieta com antibiético apresentaram uma relacdo V:C
significativamente maior quando comparados ao grupo da dieta controle.
Porém, ndo apresentaram diferencas (P>0,05) morfométricas em relacéo

agueles que receberam a dieta com 6leo essencial.

Tabela 2 — Parametros de morfometria (em pm) do ileo de frangos de corte sob
estresse infeccioso por Eimerias sp.

Tratamentos 21 dias 28dias

AV (um) PC (um) V:C AV (um) PC(um) V:C
Controle 730,20 175,25% 4,17 ° 1015,83 283,36% 3,59°
Probiético* 733,97 177,94% 412 ° 1021,59 286,00% 3,57°
Oleo Essencial 728,73 17550% 4,16 ° 1016,61 286,63% 3,56°
Antibiético? 814,25 151,83 ° 5362 102565 247,12 ° 4,15
Probabilidades 0,416 0,037 0,001 0,998 0,004 0,019
CV% 12,38 10,10 1551 8,09 8,33 10,48

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P< 0,05); ‘Enterococus (3,5x10'°UFC/g); “BMD 11%; CV: coeficiente de variacdo; AV:
altura de vilos; PC: profundidade de cripta; V:C: relagéo vilos cripta.
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Desempenho zootécnico
Até 14 dias de idade os animais ndo apresentaram diferencas

significativas nos parametros de desempenho entre as dietas analisadas. No
periodo de 14 a 21 dias (Tab. 3), as dietas com probidtico e antibidtico
resultaram num maior (P<0,05) CR e GP. Esse GP foi significativamente maior
que do que o encontrado para os animais da dieta com Oleo essencial e
controle. Os animais que receberam as dietas com antibiético e controle
apresentaram uma melhor (P<0,05) CA. O melhor desempenho dos animais
que receberam a dieta com antibiético pode estar associado aos resultados de
escore de lesdo e morfometria. Diferente (P<0,05) do grupo com 6leo essencial
na dieta, os animais que receberam antibidtico obtiveram menor escore de
lesdo no epitélio intestinal e melhor resposta a sua recuperacao, assim como
menor PC e maior relagéo V:C, indicando melhor eficiéncia digestiva. Santos et
al. (2009) comparando dietas semelhantes em frangos sob estresse infeccioso,
nao encontraram diferenca significativa de desempenho aos 21 dias. No
entanto, diferencas significativas de desempenho e morfometria foram
verificadas no periodo de 1 a 35 dias.

No periodo de 22 a 28 dias (Tab. 3), ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) de GP e CR entre nenhum dos tratamentos
analisados. Porém, pode-se observar um resultado melhor (P<0,05) de CA para
0S animais que receberam a dieta com antibiotico, quando comparados com
agueles da dieta com 0Oleo essencial. Esses resultados diferem dos encontrados
por Mathis & Scicutella (2007), que ndo observaram diferencas (P<0,05) de
desempenho entre as dietas com BMD e 6leos essenciais.

Dietas com Oleo essencial costumam apresentar um efeito
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antibiotico, principalmente coccidiano (Manzanilla et al.,, 2004; Mathis &
Scicutella, 2007; Silva et al., 2009). As piores respostas, nos parametros escore
de lesdo e morfometria, encontrados no presente trabalho podem ter
determinado as baixas (P<0,05) respostas de desempenho dos animais do
grupo que consumiu dieta com Oleo essencial.

Além dos animais da dieta com o6leo essencial, os animais da dieta
com probidtico também mostraram uma pior CA aos 21 dias de idade, porém
diferentemente dos primeiros, estes melhoraram significativamente aos 28 dias,
obtendo um resultado significativamente semelhante aos animais que
receberam antibidtico na dieta (Tab. 3). Resultados semelhante foram
encontrados por Mountzouris et al. (2007) que ndo observaram diferenca
significativa na CA entre os animais da dieta com probiotico e antibiético. No
entanto, Gao et al. (2009) constataram que o uso de probi6tico melhorou a

resposta imune e o desempenho dos animais infectados por coccidios.
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Tabela 3- Desempenho zootécnico de frangos de corte nos periodos de 14 a 21
e de 22 a 28 dias de idade.

Tratamentos 14 a 21 dias 22 a 28 dias

GP (9) CR (9) CA  GP(g CR(g CA
Controle 515,64 692,33° 1,34 523,71 897,07 1,72%
Probiético® 523,58 725642 1,39° 530,11 912,17 1,72%
Oleo essencial 492,64 ¢ 683,85° 1,39° 52216 91564 1,75.°
Antibi6tico® 547,512 733,06 1,34%® 53393 908,02 1,692
Probabilidades ~ <0,001 0,002 <0,001 0,414 0,377 0,014
CV% 4,71 3,85 17,65 2,33 1,91 1,86

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P< 0,05); ‘Enterococus (3,5xlOl°UFC/g); ’BMD 11%; GP: ganho de peso; CR: consumo
de racéo; CA: converséo alimentar; CV: coeficiente de variagéo.

CONCLUSAO

Com excecdo do GP e do CR aos 21 dias de idade, as dietas com
probiotico, 6leo esséncial e antibidtico, ndo melhoraram significativamente o
desempenho e o nivel de lesdes dos animais em relacdo aqueles que
receberam a dieta controle. Contudo, a dieta com antibiético diminuiu
significativamente a PC e aumentou (P<0,05) a relacao vilos:cripta, indicando

melhor eficiéncia digestiva para os animais.
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Probidtico e enzimas em dietas com dois niveis de energia: parametros

produtivos e intestinais de frangos de corte

Probiotic and enzymes in diets with two energy levels: productive and

intestinal parameters of broilers

l. I. Santos, A. M. Kessler, G. Corcdao, J. F. Mendes, R. V. Kras

RESUMO

Neste trabalho foram utilizados frangos machos Ross para avaliar o
efeito de probidtico e enzimas em dietas com dois niveis de energia, nos
periodos de 11 a 14 e 32 a 35 dias de idade. A dieta com o nivel padrdo de
energia (EP) foi baseada em milho e farelo de soja e a dieta de baixa energia
(BE) com milho e os farelos de soja e trigo. Cada nivel de energia recebeu
guatro tratamentos: Sem aditivo; enzimas xilanase, amilase e [B-glucanase;
probiético Enterococus faecium e; enzimas com o probiodtico utilizados nos
demais tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e
cada tratamento teve 5 repeticbes de 12 aves no primeiro periodo e 8 no
segundo. Calculou-se o efeito sob o desempenho, a morfometria e o pH do TGI
de frangos de corte. Os frangos alimentados com as dietas de BE consumiram
mais (P<0,001) ragdo em ambos os periodos, expressando um menor (P<0,05)
ganho de peso no periodo inicial e uma pior conversdo alimentar nos dois
periodos. Houve efeito da energia para os parametros de morfometria e pH. As
dietas com BE apresentaram uma diminui¢ao significativa do pH e aumentaram

0 comprimento e o peso da moela aos 14 dias e do ceco esquerdo aos 14 e 35
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dias de idade. No entanto, nestas dietas, a adicdo das enzimas isoladas e em
combinagdo com o probiético diminuiu significativamente o comprimento e o
peso do ceco esquerdo aos 14 dias. Conclui-se que as dietas com baixa
energia reduzem o desempenho e o pH dos cecos dos frangos de corte e
aumentam os paramentros de morfometria. Porém, a presenca das enzimas
isoladas e em combinacdo com o probidtico nas dietas de baixa energia é
capaz de reduzir o comprimento e peso do ceco esquerdo aos 14 dias de idade
das aves.

Palavras chave: Amilase; desempenho; pH; trigo; xilanase

ABSTRACT

This study used Ross male broiler chickens to evaluate the effect of
probiotic and enzymes in diets with two energy levels from 11 to 14 and from 32
to 35 days-old. The (LE) low energy diet was based on corn, soybean meal and
wheat bran and standard energy level with corn and soy. Each energy levels
received 4 treatments: Without additive; enzymes xylanase, amylase and (-
glucanase; Enterococus faecium probiotic and; mix of the enzymes and probiotic
used in the other treatments. The experimental design was completely
randomized and each treatment received 5 repetitions of 12 birds in the first
period and 8 birds in the second period. The effect on growth performance, TGI
and ceaca morphometry and pH were calculated. The poultry feed with LE diets
consumed more (P<0,001) ration in both periods and expressed a minor weight
gain in start period and a minor intake conversion in both periods. The energy
level presented also effect for the parameters of pH and morphometry. The diets

with LE presented an decrease (P<0,05) of the pH, of the relative length and
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weight of gizzard at 14 days and of the left caeca at 14 and 35 days. But, the
addition of enzymes alone and mixed with the probiotic in the LE diets
significantly reduce the relative length and weight of left caeca in the 14™ days.
In conclude the diet with LE reducing the growth performance and pH of caecas
of poultry and increase the morphometric parameters. But, the addition enzymes
alone and mixed with probiotic in the LE diets are able to reduce the length and
weight of left caeca in the 14" days.

Keywords: Amylase; growth performance; pH; wheat; xylanase

INTRODUCAO

Durante anos o0s antimicrobianos (antibidticos e quimioterapicos)
melhoradores de crescimento foram utilizados na nutricdo animal para prevenir
doencas e aumentar o desempenho zootécnico (Barton, 2000). Contudo, a
presenca de residuo desses antimicrobianos em tecido animal e no ambiente,
assim como a ameaca de resisténcia de patdgenos aos antibiéticos utilizados
em humanos (Barton, 2000; Van den Bogaard & Stobbering, 2000) levou sua
retirada da producdo animal em quase todo o mundo. Essa nova realidade tem
levado ao desenvolvimento de alternativas e pesquisas para prevenir a
ocorréncia de doencgas e garantir a saiude e o desempenho dos animais. Entre
elas, a selecdo de animais geneticamente mais resistentes, praticas sanitérias,
eliminacdo de patdégenos na agua, vacinacdo e aplicagdo de aditivos em
ragOes. Dentre os aditivos utilizados nas racdes, os probidticos e enzimas tém
sido exaustivamente pesquisados (Fuller, 1989; Bertechini & Hosaain, 1993;
Mountzouris et al., 2007).

Segundo Fuller (1989), o probidtico € um suplemento alimentar
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microbiano vivo, capaz de afetar beneficamente o hospedeiro, com capacidade
de promover o equilibrio da populacdo microbiana do TGlI, prevenindo doencas
no trato digestorio. Além disso, melhora a digestibilidade das racbes (Apata,
2008; Li et al., 2008), levando a maior utilizacdo dos nutrientes, o que resulta
em melhor desempenho zootécnico dos animais (Kabir et al., 2004; 2005;
Mountzouris et al., 2007; 2010). Mountzouris et al. (2007; 2009) demonstraram
gue o probidtico além de efetivo no desempenho de frangos de corte, também é
capaz de regular a populacdo de bactérias cecais, reduzindo o nivel de
Salmonella enteritidis, quando os animais por ela sdo desafiados.

Segundo Penz Jr. (1998), as enzimas alimentares suplementam a
producdo de enzimas enddégenas do animal. Atuam principalmente provocando
a ruptura das paredes celulares das fibras, sobretudo os polissacarideos nao
amilaceos soluveis, aumentando a digestibilidade e a eficiéncia dos alimentos.
Os PNAs tém elevada capacidade de ligar-se a grandes quantidades de agua,
resultando no aumento da viscosidade do conteddo intestinal, diminuindo a
velocidade do fluxo de passagem dos alimentos ao longo do trato digestério,
dificultando a acdo das enzimas endodgenas. Isso reflete na diminuicdo da
absorcdo dos nutrientes e o desempenho dos animais (Choct and Annison,
1992; Almirall et al., 1995; Choct et al., 1995). Para compensar parcialmente os
efeitos antinutricionais, as aves alimentadas com dietas com elevada
quantidade de PNAs podem sofrer adaptacdes fisiologicas, como o aumento do
comprimento e peso do trato digestorio (Brenes et al., 1993). Esse € um
mecanismo utilizado pela ave para aumentar a digestdo e a absorcao dos
nutrientes e melhorar o desempenho (Brenes et al., 1993; Steenfeldt et al.,

1998; Wang et al., 2005; Gao et al., 2008; Garcia et al., 2008; Biggs & Parsons,
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2009). Porém, nesse caso, quase sempre o aumento do trato digestorio €
resultado do desvio de nutrientes que seriam utilizados para o crescimento do
animal, resultando no processo final de producdo em baixo rendimento de
carcaca (Yasar & Forbes, 1997; Danicke et al. 2000).

De acordo com Wyatt & Bedford (1998), a inclusdo das enzimas na
dieta pode levar em conta a formulacdo padrdo sem alterar o0s niveis
nutricionais, ou alterar a formulacdo da dieta por meio da reducdo dos
nutrientes. No segundo caso, a adicdo de enzimas € utilizada para restaurar o
valor nutricional reduzido, visando o mesmo desempenho de uma dieta com 0s
niveis nutricionais recomendado. Neste contexto, desenvolveu-se o presente
trabalho para avaliar o efeito de probi6tico e enzimas em dietas com dois niveis
de energia. Para isso, analisou-se o desempenho, a morfometria e o pH do trato

gastrointestinal de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido com frangos machos da linhagem Ross.
No primeiro dia de idade, os animais foram pesados e alojados num total de 12
aves por gaiola. A temperatura ambiental e a umidade relativa do ar foram
controladas e registradas diariamente. O abastecimento dos comedouros com
racdo foi feito através de conchas especificas para cada tratamento, tomando-
se o0 devido cuidado para que 0s micro-organismos de um tratamento néo
contaminassem o outro e, este mesmo procedimento foi adotado com o material
de limpeza necessario para a lavagem dos bebedouros. Os animais receberam
durante todo o periodo experimental 4gua clorada e racdo a vontade. As dietas

experimentais foram constituidas de duas formula¢des, uma com nivel padrao
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de energia, a base de milho e farelo de soja, e outra com nivel baixo de energia
(reducéo de 100 kcal/kg de EM em relacéo a dieta padréao, obtida pela incluséo
de farelo de trigo) (Tab.1). Exceto pelo nivel de energia, as dietas apresentaram
balanceamento e equivaléncia nos niveis dos demais nutrientes, atendendo as
exigéncias nutricionais da espécie, de acordo com as recomendacdes de
Rostagno et al. (2005). Cada nivel de energia recebeu quatro tratamentos: 1-
Controle (sem aditivo); 2- enzimas (xilanase + amilase + [(-glucanase); 3-
probidtico (Enterococus faecium) e; 4- enzimas mais o probiotico utilizados nos

tratamentos 2 e 3 (Tab. 1).
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Tabela 1- Composi¢do e niveis nutricionais calculados das dietas experimentais
nas fases inicial (1-21 dias) e de crescimento (22-35 dias)

1-21 dias 22-35 dias
INGREDIENTES (%) Nivel de Energia

Padréo Baixo Padréo Baixo
Milho 58,46 52,38 59,59 53,53
Farelo de soja 46 34,08 32,66 31,94 30,52
Farelo de trigo - 7,54 - 7,52
Oleo de soja 3,08 3,08 4,38 4,38
Calcéreo 1,36 1,39 1,31 1,35
Fosfato bicalcico 1,72 1,63 1,59 1,50
Sal comum 0,46 0,46 0,46 0,46
Premix Vitaminico 0,04 0,04 0,04 0,04
Premix Mineral 0,08 0,08 0,08 0,08
Lisina 0,29 0,30 0,22 0,23
DL-Metionina 0,27 0,28 0,24 0,24
Aditivos* 0,05 0,05 0,05 0,05
Colina 60 0,06 0,06 0,05 0,05
Monensina 20% 0,05 0,05 0,05 0,05
EM (kcal/kg) 3050 2950 3150 3050
PB 21 21 20 20
FB 3,25 3,75 3,16 3,66
Ca 0,95 0,95 0,90 0,90
Pdisponivel 0,45 0,45 0,42 0,42
Saodio 0,20 0,20 0,20 0,20
Lisina Total 1,29 1,29 1,18 1,18
Metionina Total 0,57 0,57 0,53 0,53
Triptofano Total 0,27 0,27 0,26 0,26
Colina (mg/kg) 1500 1500 1400 1400

* Probiético contituido por Enterococus faecium - 10" UFC/g (Cilactin®): 30g/ton; Mistura de
enzima xilanase (Ronozyme WX): 100g/ton e enzimas amilase + 3-glucanase (Ronozyme A):

400g/ton.

Foi avaliado o desempenho das aves e calculou-se o ganho de peso

(GP), o consumo de racdo (CR) e a conversdo alimentar (CA) nos periodos de
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1 a2l ede?22a 35dias de idade.

Para as medidas de morfometria intestinal, aos 14 e 35 dias, uma
ave de cada repeticéo foi abatida por deslocamento cervical, o intestino delgado
foi excisado e de acordo com Wang et al. (2005), a moela, a por¢cao anterior
intestinal (duodeno e jejuno), o ileo e o ceco esquerdo foram pesados e 0s
comprimentos medidos. Nestes mesmos dias, 0s respectivos conteudos da
moela, ileo e cecos foram homogeneizados com agua estéril em béquer de 50
mL e de acordo com Gonzalez-Alvarado et al. (2007) foi medido o pH em cada
segmento do trato gastrointestinal.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com o
esquema fatorial 2x4 (dois niveis de energia e quatro aditivos) e cada
tratamento recebeu 5 repeticbes de 12 aves no primeiro periodo e 8 no
segundo.

Os dados foram submetidos & andlise de variancia através do
programa estatistico SPSS (2006) e na presenca de diferenca significativa foi
realizada a comparacdo entre as médias dos tratamentos pelo teste de Tukey

(P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desempenho zooténico

Para os resultados de desempenho observou-se o efeito (P<0,05) da
energia nos dois periodos analisados (1 a 21 e 22 a 35 dias idade) (Tab. 2).

Os frangos alimentados com as dietas de baixa energia (com farelo
de trigo) consumiram uma maior (P<0,05) quantidade de racdo em ambos os

periodos e expressaram um menor (P<0,05) GP no periodo inicial e uma pior
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CA nos dois periodos. Esperava-se que os aditivos incluidos nas dietas
expressassem algum efeito sobre o desempenho das aves e compensassem a
reducao original da EM (100 kcal/kg), mais isso nao ocorreu. A incorporacao de
enzimas as dietas para frangos tem resultado em aumentos significativos de
desempenho, principalmente em dietas com graos de trigo (Steenfeldt et al.
1998; Wang et al., 2005; Gao et al., 2008; Garcia et al., 2008; Biggs & Parsons,
2009). Dietas com trigo ou com farelo de trigo geralmente apresentam grandes
guantidade de pentosanas que promovem o0 aumento da viscosidade da digesta
(Jozefiak et al., 2007) reduzindo a assimilacdo de nutrientes, por causa da
dificuldade de interacéo entre as enzimas enddgenas e seus substratos (Choct
& Annison, 1992; Choct et al., 1995; Penz Jr., 1998). O uso de probidticos para
frangos de corte tem mostrado, entre outros beneficios, 0 aumento da producao
de acido latico (Fuller, 1977) e da disponibilidade de vitaminas e enzimas
(Fuller, 1989), que tem reflexos na digestdo da dieta com melhores resultados
de desempenho (Apata et al., 2008; Mountzouris et al., 2010). Porém, neste
trabalho as enzimas e os probidticos (isolados e em combinacéo) utilizados nas
dietas, ndo trouxeram resultados melhores de desempenho. Corroborando com
estes resultados, Gonal et al. (2004), Huang et al. (2004), Li et al. (2008) e
Mour&o & Pinheiro (2009) também nao observaram efeitos no desempenho de
frangos, quando xilanases foram adicionadas a dietas com trigo e mistura de
micro-organismos a dietas com milho. Alguns autores (Wang et al., 2005;
Mountzouris et al., 2010) atribuem a falta de efeito das enzimas e probidticos no
desempenho dos animais as suas dosagens na dieta. Neste trabalho, utilizou-
se farelo de trigo nas dietas de baixa energia, o qual apresenta quantidade de

PNAs superiores ao trigo em grdo. Por essa caracteristica, niveis maiores de
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enzimas talvez expressassem melhores resultados de desempenho. No meio
cientifico € comum afirmar que a melhor concentracdo de probiético na dieta
fica em torno de 10® a 10'° UFC/kg de dieta. No entanto, alguns pesquisadores
encontraram melhora de desempenho quando niveis mais baixos de probiotico
foram introduzidos a dieta (Apata, 2008; Li et al., 2008). Contudo, a eficiéncia
ou ineficiéncia do probibtico esta relacionada também a outros fatores, tais
como composicdo da espécie microbiana e sua viabilidade, método e
frequéncia de aplicacao, idade da ave, higiene das instalacdes, composicéo da
dieta (tipo de cereal e seu sinergismo ou antagonismo ao micro-organismo

utilizado) e fatores de estresse ambiental.
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Tabela 2- Desempenho zootécnico de frangos de corte nos periodos de 1 a 21
e 22 a 35 dias de idade

Tratamento 1 a 21 dias 22 a 35 dias
Energia GP (9) CR (9) CA GP (9) CR (9) CA
Padrao 939,30 1215,95 1,30 1136,09 2096,06 1,85
Baixa 925,52 1237,69 1,35 1133,88 2145,02 1,89
Aditivos

Controle 929,95 1224,49 1,33 1133,88 2113,37 1,86
Enzima 930,22 1229,54 1,32 1134,63 2117,47 1,87
Probidtico 931,20 1226,82 1,32 1135,65 2129,92 1,88
Enz+Prob 929,22 1226,45 1,32 1135,78 2121,40 1,87
Probablilidades

Energia (E) 0,040 0,046 0,011 0832 0,008 <0,001
Aditivo (A) 0,974 0,989 0,987 0,999 0920 0,754
ExA 0,982 0,897 0,944 0,996 0,969 0,967
CV(%) 2,63 3,11 455 2,65 262 1,78

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05); Energia padrdo: 3050 (11-14 dias) e 3150 (32-35 dias) kcal/kg e Energia baixa:
2950 (11-14 dias) e 3050 (32-35 dias) kcal/kg; Enzima (Enz): amilase e xilanase + B-glutanase.
Probiético (Prob): Enterococus faecium; GP: ganho de peso; CR: consumo de ragdo; CA:
converséo alimentar; CV: Coeficiente de variacéo.
Morfometria do TGl

Comparando-se os resultados de morfometria aos 14 e 35 dias de
idade, percebe-se uma diminuicdo no peso e comprimento relativo dos érgaos
intestinais com o aumento da idade (Tab. 3 e 4). Isso se deve ao maior
crescimento corporal dos frangos em relacdo ao crescimento de seus 0rgaos.
Resultados semelhantes foram observados previamente em outros
experimentos (Nitsan et al.,, 1991; Palo et al.,1995; Ravindram et al., 2006;
Gabriel et al., 2008; Jimenéz-Moreno et al., 2009).

Constatou-se nas dietas com baixa energia (farelo de trigo) um

aumento significativo no comprimento e peso relativo dos érgdos analisados



67

aos 14 (moela, e ceco), e aos 35 dias (ceco) em relacédo as demais dietas (Tab.
3 e 4). Outros Iinvestigadores observaram alteracbes semelhantes no
desenvolvimento do trato digestorio quando utilizaram dietas com cevada ou
trigo (Brenes et al., 1993; Svihus et al., 1997; Mouréo e Pinheiro, 2009) ou com
concentracdes elevadas de PNA soluveis (Langhout et al., 1999).

A adaptacao do trato digestorio das aves ao consumo de dietas com
teores elevados em PNAs pode contribuir para a reducdo dos efeitos
antinutricionais (Marquardt et al., 1994). O aumento no desenvolvimento do TGl
observado neste experimento pode ter permitido o aumento do tempo de
permanéncia da dieta no trato digestivo, facilitando sua digestdo e o aumento
da superficie absortiva para os nutrientes (Yasar & Forbes, 1997; Jiménez-
Moreno et al., 2009).

Avaliando-se o efeito dos aditivos aos 14 e 35dias de idade,
observou-se o efeito das enzimas sozinhas e em combinacdo com o probiético,
somente nas dietas de baixa energia (com farelo de trigo) aos 14 dias,
conforme demonstrado pela interacao significativa (Tab. 3 e 4). Nestas dietas,
0S grupos controle, probiético, enzima e enzima mais probidtico apresentaram
um comprimento relativo do ceco de 20,91, 19,04; 21,13 e 20,07,
respectivamente e um peso relativo de 2,46; 2,07; 2,52; 2,07, respectivamente.
As enzimas isoladas e em combinacdo com o probidtico promoveram uma
reducdo no comprimento relativo do ceco de aproximadamente 7% e no peso
relativo de aproximadamente 20% em relacdo aos demais tratamentos. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados por Wang et al. (2005) e
Jézefiak et al. (2007) que verificaram decréscimo nos 6rgdos digestérios

quando adicionaram xilanases as dietas com trigo ou com arroz. Em geral, a
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adicdo de enzimas é mais eficiente na fase inicial de desenvolvimento do
frango. Nesta fase ha um crescente aumento na diversidade e quantidade de
enzimas enddégenas, assim como no aumento de secre¢cbes do trato
gastrointestinal, mas esse aumento ainda ndo é suficiente para a digestao
eficiente de algumas dietas (lji et al.,2001; Gabriel et al., 2008). Ja na fase
adulta, mesmo nao havendo a producédo de algumas enzimas como a xilanase,
por exemplo, a producdo de enzimas enddgenas, assim como de secrecdes
gastricas, pancreaticas e biliares, aliadas ao completo desenvolvimento do TGI
supre as necessidades do animal para a digestdo e absorcdo de nutrientes,
resultando muitas vezes na ineficiéncia das enzimas exdégenas (Noy & Sklan,

1995; Steenfeldt et al., 1998; Batal e Parsons, 2002; Zhou et al., 2009).
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Tabela 3- Comprimento relativo (cm/kg de peso vivo) dos segmentos do TGI de
frangos de corte aos 14 e 35 dias de idade

Tratamento 14 dias 35dias

Energia fleo IA Ceco fleo IA Ceco
Padréo 156,78 109,68 19,02 39,71 34,08 5,76
Baixo 156,39 110,06 20,07 40,28 34,10 5,98
Aditvos
Controle 157,24 110,40 20,00 40,68 34,13 5,92
Enzima 155,79 109,20 18,99 39,63 34,17 5,82
Probidtico 157,42 110,14 20,07 40,26 34,16 5,95
Enz+Prob 155,90 109,74 19,13 39,41 33,91 5,80
Probablilidades
Energia (E) 0,810 0,828 0,001 0,192 0,939 0,005
Aditivo (A) 0,835 0,966 0,014 0,153 0,902 0,420
ExA 0,995 0,992 0,021 0,971 0,686 0,857
CV(%) 2,98 4,57 6,04 3,38 2,41 4,26

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste
de Tukey (P<0,05); IA (Intestino anterior): duodeno e jejuno; Energia padrdo: 3050 (11-14
dias) e 3150 (32-35 dias) kcal/kg e Energia baixa: 2950 (11-14 dias) e 3050 (32-35 dias)
kcal/kg; Enzima (Enz): Amilase e xilanase + [B-glutanase; Probi6tico (Prob): Enterococus
faecium; CV: Coeficiente de variacao.
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Tabela 4- Peso relativo (g/kg de peso vivo) dos segmentos do TGl de
frangos de corte aos 14 e 35 dias de idade

Tratamento 14 dias 35 dias
Energia Moela  IA fleo Ceco Moela IA fleo Ceco
Padréo 15,66 29,68 13,01 2,08 6,62 11,28 6,24 1,31

Baixo 16,85 29,66 13,02 228 6,70 11,24 6,23 1,38
Aditivos
Controle 16,42 29,62 13,07 225 6,63 11,25 6,24 1,34
Enzima 16,12 29,70 1298 2,07 6,70 11,31 6,23 1,35
Probiético 16,25 29,62 13,04 231 6,64 11,18 6,21 1,35
Enz+Prob 16,24 29,74 1296 2,08 6,66 11,29 6,25 1,34
Probablilidades
Energia (E) <0,001 0,977 0,969 0,002 0,169 0,781 0,928 0,001
Aditivo (A) 0,749 0,995 0,977 0,016 0,865 0,921 0,997 0,995
ExA 0,992 0,969 0,981 0,007 0,620 0,737 0,975 0,617
CV(%) 5,04 3,77 430 11,47 2,70 3,73 5,78 4,37

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05); IA (Intestino anterior): duodeno e jejuno; Energia padrdo: 3050 (11-14 dias) e
3150 (32-35 dias) kcal/kg e Energia baixa: 2950 (11-14 dias) e 3050 (32-35 dias) kcal/kg;
Enzima (Enz): Amilase e xilanase + (3-glutanase. Probiético (Prob): Enterococus faecium; CV:
Coeficiente de variacao.

pH da digesta do TGl

Comparando as dietas de baixa energia (com farelo de trigo) com
energia padrédo (sem farelo de trigo), aos 14 e 35 dias de idade, constatou-se
uma diminuicdo significativa nos valores de pH no conteddo da moela e ceco,
para as dietas com baixa energia, aos 14 dias (Tab. 5). A diminuicdo do pH da
digesta pode ser consequéncia do maior contetdo de fibra sollvel presente nas
dietas (Jiménez-Moreno, 2007). Particulas de mais dificil digestdo ficam retidas
por mais tempo dentro da moela, estimulando sua atividade (Hetland et al.,
2005; Jiménez-Moreno, 2007). Duke (1986) observou que a presenca de
alimento na moela induz ao aumento da producdo de &cido cloridrico pelo

proventriculo, baixando o pH da moela. A diminuicdo do pH pode melhorar a
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atividade da pepsina, a retencdo de nitrogénio e a solubilidade da fracdo
mineral do alimento (Guinotte et al., 1995). Além disso, a reducdo do pH da
moela pode promover um efeito preventivo ao desenvolvimento de patdégenos,
como Salmonella sp e Clostridium. perffringens (Engberg et al., 2004; Bjerrum
et al., 2005). Nos cecos a fracdo soluvel da fibra que ndo é digerida e nem
absorvida até a porcao final do intestino, pode baixar o pH da digesta cecal pela
atividade fermentativa da populacdo microbiana residente. O produto da
fermentacado, acidos organicos e gases (Jozefiak et al.,2004a,b), contribuem
para diminuir o pH cecal e muitas vezes podem melhorar os resultados de
desempenho.

Os valores de pH da digesta nos diferentes segmentos do TGl
também aumentaram com a idade (Tab 5), concordando com os resultados
encontrados por outros pesquisadores (Gonzdalez-Alvarado et al., 2007,
Jiménez-Moreno et al.,, 2009). Segundo Jiménez-Moreno et al. (2009) o
diametro do orificio de saida da moela para o duodeno é menor aos 5 do que
aos 15 dias de idade, e consequentemente, a porcentagem de particulas
maiores retida na moela sera reduzida com a idade, aumentando o pH. O
aumento do pH também pode ser afetado pelo aumento da producdo de
enzimas digestivas que cresce no frango até a idade de 35 dias (lji et al.,2001;
Gabriel et al.,, 2008). As enzimas sdo responsaveis por degradar moléculas
complexas de polissacarideos (Choct et al.,, 1999; Mathlouthi et al., 2003) e
quando sua atuacdo é eficiente h4 uma diminuicdo do conteudo cecal e da
fermentacdo microbiana, implicando na reducdo da producéo de &cidos graxos
volateis, o que geralmente eleva os valores de pH (Stanoganois & Pearce,

1985).
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Contudo, no presente trabalho a adicdo de enzimas e probioticos
isolados e em combinacdo ndo promoveu a reducdo dos valores de pH em

nenhum dos segmentos analisados (tab. 5).

Tabela 5- pH de segmentos do TGI de frangos de corte aos 14 e 35 dias de
idade

Tratamento 14 dias 35 dias
Energia Moela fleo Ceco Moela fleo  Ceco
Padréo 3,74 6,80 6,09 3,79 7,02 6,23
Baixo 3,28 6,81 5,88 3,80 7,03 6,24
Aditivos
Controle 3,50 6,80 5,96 3,78 7,04 6,27
Enzima 3,52 6,81 5,98 3,81 7,02 6,25
Probidtico 3,51 6,79 5,99 3,83 7,01 6,20
Enz+Prob 3,52 6,82 6,00 3,79 7,04 6,24

Probablilidades
Energia (E) <0,001 0,679 <0,001 0,699 0,909 0,633

Aditivo (A) 0,866 0,463 0,763 0,135 0,605 0,359
ExA 0,675 0,795 0,700 0,956 0,858 0,966
CV(%) 6,84 6,90 2,34 1,32 0,85 1,28

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de
Tukey (P<0,05); Energia padrdo: 3050 (11-14 dias) e 3150 (32-35 dias) kcal/kg e Energia baixa:
2950 (11-14 dias) e 3050 (32-35 dias) kcal/kg; Enzima (Enz): Amilase e xilanase + B-glutanase;
Probidtico (Prob): Enterococus faecium; CV: Coeficiente de variagao.
CONCLUSAO
Comparando os dois niveis de energia das dietas conclui-se que as
dietas com baixo nivel de energia reduzem o desempenho de frangos de corte
e aumentam (P<0,05) o pH, o comprimento e o0 peso de seguimentos do TGI.
Os aditivos utilizados ndo alteram os parametros de desempenho e

pH. No entanto, a adicdo das enzimas isoladas e em combinacdo com o

probiotico, nas dietas com baixa energia (com farelo de trigo), diminui
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significativamente o comprimento e o peso do ceco aos 14 dias.
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Probidtico e enzimas na alimentacao de frangos de corte: efeitos na

metabolizabilidade das dietas e producao de residuos

Probiotic and enzymes in the food of broilers: effects in digestibility of

diets and waste production

I. I. Santos, A. M. Kessler, J. F. Mendes, R. V. Kras, M. Gianfelici

RESUMO

Neste trabalho foram utilizados frangos machos Ross para avaliar o
efeito de probidtico e enzimas em dietas com dois niveis de energia, nos
periodos de 11 a 14 e 32 a 35 dias de idade. A dieta com o nivel padrdo de
energia foi baseada em milho e farelo de soja e a dieta com baixa energia (BE)
com milho e farelos de soja e trigo. Cada nivel de energia recebeu quatro
tratamentos: Sem aditivo; enzimas xilanase, amilase e B-glucanase; probiotico
Enterococus faecium e; enzimas mais probidtico utilizados nos tratamentos
anteriores. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e cada
tratamento teve 5 repeticdes de 12 aves no primeiro periodo e de 8 no segundo.
Calculou-se o efeito dos aditivos sob a metabolizabilidade e digestibilidade de
nutrientes e a EMA. Também foi calculada a producdo de dejetos (PD), a
excrecao de agua (EA), nitrogénio (EN) e coeficiente de residuo (CRe). Houve
efeito (P<0,001) da energia para os parametros de metabolizavilidade e
digestibilidade em ambos os periodos e efeito das enzimas isoladas e em
combinagcdo com probiotico, nas dietas de BE, no primeiro periodo. No periodo

de 32 a 35 dias, obteve-se 0s mesmos efeitos para os métodos de coleta total e
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ileal, porém com excecéo da proteina bruta os valores do método de coleta total
foram significativamente maiores para todos os parametros analisados. A PD,
EA, EN e o CRe foram maiores (P<0,005) nas dietas com BE em ambos os
periodos. Porém, a adicdo das enzimas sozinhas e em combinacdo com
probiotico, nas dietas com BE baixou significativamente a PD na MS, o CRe e a
EN, no periodo de 11 a 14 dias. Conclui-se que, a adicdo das enzimas isoladas
ou em combinacdo com probidtico para as dietas com baixa energia € mais
eficiente e necessaria do que para aquelas com nivel de energia padréo,
aumentando a digestibilidade e diminuindo a excre¢éo de residuos.

Palavras chave: Amilase; dejetos; nitrogénio; trigo; xilanase

ABSTRACT

This study used Ross male broiler chickens to evaluate the effect of
probiotic and enzymes in diets with two energy levels from 11 to 14 and from 32
to 35 days-old. The (LE) low energy diet was based on corn, soybean meal and
wheat bran and the standard diet with corn and soybean meal. Each energy
level received four treatments: Without additive; xylanase, amylase and -
glucanase enzymes; Enterococus faecium probiotic and; enzymes plus probiotic
used in the other treatments. The experimental design was completely
randomized with 5 repetitions of 12 birds in the first period and 8 birds in the
second period to each treatments. The effect of EMA and metabolization and
digestibility of nutrients was calculated. In addition the (SP) sludge, (WE) water
and (NE) nitrogen excretion and (RC) residue coefficient too were calculed.
There was an effect (P<0,001) of energy level to all the metabolization and

digestibility parameters in both periods and in the first period there was an effect
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of enzyme isolate and in combination with probiotic in the LE diets. The total and
ileal collection method obtained the same effects in the period of 32 to 35 days.
But, the values of total collection method were significantly bigger for every
parameter analyzed with exception of gross protein. The SP, WE, NE and the
RC were bigger (P<0,005) in the diets with LE level in both periods. But, at 11 to
14 days the addiction of enzymes alone and in combination with probiotic in the
LE diets reduced significantly the SP to MS, the RC and NE. In conclusion, the
addiction of the enzymes alone or mix with the probiotic is more efficient and
necessary for the low energy than standard energy diets. Thus they improve the
digestibility of LE diets and reduce waste production.

Keywords: Nitrogen; sludge; wheat; amylase, xylanase

INTRODUCAO

Na criacdo de aves no Brasil, o milho é o principal alimento
energético utilizado nas formula¢cdes de dietas. Entretanto, devido a oscilacfes
no preco, especialmente na entressafra, e sua utilizacdo para producdo de
etanol, a busca pela substituicdo total ou parcial do milho nas dietas, tem
ganhado atencado dos pesquisadores brasileiros.

Um dos cereais bastante pesquisado é o trigo, que na Europa é o
principal ingrediente da dieta de aves. O trigo € um alimento de grande valor
nutricional, porém apresenta em sua composicdo uma gama de fatores
antinutricionais, entre eles os polissacarideos ndo amilaceos sollveis (PNAS)
gue interferem na digestibilidade dos nutrientes. No trigo, o principal
componente dos PNAs é o arabinoxilano, representando 50-80 g/kg de matéria

seca (Annison, 1990). Choct & Annison (1992), monitorando niveis de
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arabinoxilanos nas dietas com trigo, constataram resultados significativamente
menores da energia metabolizavel aparente nas dietas cujas quantidades de
arabinoxilanos eram maiores. O farelo de trigo € o subproduto da producédo da
farinha de trigo e representa em torno de 25% do gréo inteiro. No farelo os
compostos fibrosos estdo em maior concentracdo, o que pode acarretar,
dependendo do nivel de inclusdo, baixa digestibilidade em dietas de nao
ruminantes.

Dietas com baixa digestibilidade podem afetar o desempenho das
aves, especialmente no periodo inicial (Campbell & Bedford, 1992) e aumentar
a excrecao de residuos poluentes.

A baixa digestibilidade dos PNAs se deve a sua capacidade de ligar-
se a moléculas de agua e promoverem a hidratacdo da digesta, que pode
dificultar fisicamente os processos de digestdo e absorcdo dos nutrientes e a
atuacdo das enzimas digestivas (Penz Jr., 1998), favorecendo o aumento na
guantidade de excreta produzida e interferindo na qualidade da cama onde os
animais estao alojados.

Dos residuos produzidos pela criacdo animal, o nitrogénio esta entre
0s principais componentes poluentes (Kurvits & Martab, 1998). O principal
problema do nitrogénio no solo é sua transformac¢éo em nitrato, uma forma que
se torna facilmente solavel, sendo lixiviado para lencéis freéticos, contaminando
agua e solo (Vitousek et al., 1997).

Para melhorar a digestibilidade dos nutrientes, muitos pesquisadores
tém utilizado probidticos e enzimas na alimentagcdo animal. Tournut (1998),
Apata et al. (2008) e Mountzouris et al. (2010) apresentaram dados em que

probidticos administrados através da dieta, elevaram os valores de energia
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metabolizavel da racdo e melhoraram a digestibilidade da gordura e proteina
para frangos de corte. Almirall et al. (1995) e Steenfeldt et al. (1998a,b)
verificaram que, a introducdo de enzimas as dietas diminuiu a viscosidade da
digesta, melhorou a digestdo, a absorcdo dos nutrientes (Jiménez-Moreno et
al., 2009) e reduziu a excrecéo de agua (Garcia et al. (2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de probidtico e
enzimas em dietas com e sem farelo de trigo, sob dois niveis de energia, nos
periodos de 11 a 14 e 32 a 35 dias de vida de frangos de corte. Calculou-se o
efeito sob a digestibilidade de nutrientes e a EMA e sob o coeficiente de

residuo, a producéo de dejetos, a excrecdo de agua e nitrogénio.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, tendo a fase de campo e o abate dos animais realizados nas
dependéncias do setor de avicultura do Laboratério de Ensino Zootécnico e, as
analises laboratoriais no Laboratério de Nutricdo Animal.

O experimento foi conduzido com frangos machos da linhagem Ross
a partir do primeiro dia de idade. Os animais foram pesados e alojados em
gaiolas, admitindo-se uma variabilidade de +5% entre as médias dos pesos
para cada gaiola. A temperatura ambiental e a umidade relativa do ar foram
controladas e registradas diariamente. O abastecimento dos comedouros com
racao foi feito através de conchas especificas para cada tratamento, tomando-
se 0 devido cuidado para que 0s micro-organismos de um tratamento nao
contaminassem o outro e este mesmo procedimento foi adotado com o material

de limpeza necessario para a lavagem dos bebedouros. Os animais receberam



88

durante todo o periodo experimental agua clorada e racao a vontade.

As dietas experimentais foram constituidas de duas formulacdes,
uma com nivel padrao de energia, a base de milho e farelo de soja, e outra com
nivel baixo de energia (reducdo de 100 kcallkg de EM em relacdo a dieta
padrdo, obtido pela inclusdo de farelo de trigo) (Tab.1). Exceto pelo nivel de
energia, as dietas apresentaram balanceamento e equivaléncia nos niveis dos
demais nutrientes, atendendo as exigéncias nutricionais da espécie, de acordo
com as recomendacfes de Rostagno et al. (2005). Cada nivel de energia
recebeu quatro tratamentos: 1- Controle (sem aditivo); 2- enzimas (xilanase,
amilase e B-glucanase); 3- probiético (Enterococus faecium) e; 4- enzimas mais

o probidtico utilizados nos tratamentos 2 e 3 (Tab. 1).
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Tabela 1- Composicdo e niveis nutricionais calculados para as dietas
experimentais nas fases inicial (1-21 dias) e de crescimento (22-35 dias)

1-21 dias 22-35 dias
INGREDIENTES (%) Nivel de Energia

Padréo Baixo Padréo Baixo
Milho 58,46 52,38 59,59 53,53
Farelo de soja 46 34,08 32,66 31,94 30,52
Farelo de trigo - 7,54 - 7,52
Oleo de soja 3,08 3,08 4,38 4,38
Calcéareo 1,36 1,39 1,31 1,35
Fosfato bicalcico 1,72 1,63 1,59 1,50
Sal comum 0,46 0,46 0,46 0,46
Premix Vitaminico 0,04 0,04 0,04 0,04
Premix Mineral 0,08 0,08 0,08 0,08
Lisina 0,29 0,30 0,22 0,23
DL-Metionina 0,27 0,28 0,24 0,24
Aditivos* 0,05 0,05 0,05 0,05
Colina 60 0,060 0,06 0,05 0,05
Monensina 20% 0,05 0,05 0,05 0,05
EM (kcal/kg) 3050 2950 3150 3050
PB 21 21 20 20
FB 3,25 3,75 3,16 3,66
Ca 0,95 0,95 0,90 0,90
Pdisponivel 0,45 0,45 0,42 0,42
Sadio 0,20 0,20 0,20 0,20
Lisina Total 1,29 1,29 1,18 1,18
Metionina Total 0,57 0,57 0,53 0,53
Triptofano Total 0,27 0,27 0,26 0,26
Colina (mg/kg) 1500 1500 1400 1400

* Probiético Enterococus faecium - 10'° UFC/g (Cilactin®): 30 g/ton; Mistura de enzima xilanase
(Ronozyme® WX): 100 g/ton e amilase + B-glucanase (Ronozyme® A): 400 g/ton.
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O periodo experimental foi constituido por duas etapas: dos 11 aos
14 e dos 32 aos 35 dias de vida das aves.

Para a digestibilidade foi utilizado o método de coleta total das
excretas na primeira etapa e na segunda os métodos de coleta total e ileal. Em
ambos os meétodos foi feita a pesagem das aves, bem como das racodes
fornecidas no inicio e final de cada periodo experimental. A coleta das excretas
foi realizada pela manhd e a tarde, com um intervalo de 12 horas. Toda a
excreta produzida foi acondicionada em sacos plasticos identificados e
conservada em freezer para andlises posteriores. O 0xido de cromo foi utilizado
como indicador externo para determinacdo da digestibilidade ileal, sendo
adicionado as dietas na razéo de 0,25%.

A coleta da digesta ileal foi feita logo apds ao abate, utilizando-se
trés aves por repeticdo. O ileo foi delimitado entre o diverticulo de Meckel e a
juncao ileo-ceco-cdélica.

As amostras das excretas, das dietas e do conteudo ileal foram
analisadas quanto aos teores de matéria seca, proteina bruta segundo AOAC
(1995) e de energia bruta, segundo Parr (1988). O teor de cromo foi analisado
por espectrofotometria, apds digestdo acida de acordo com Udén et al. (1980).
Foram calculados os coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS), da proteina da bruta (CMPB), da energia bruta (CMEB) e a energia
metabolizavel aparente (EMA). Para a digestibilidade ileal, os coeficientes de
digestibilidade da MS e PB e a EMA foram calculados por intermédio do fator de
indigestibilidade (FI) do cromo (Rodriguez et al., 2005).

Foi determinada a producdo de dejetos na matéria natural e matéria

seca e a excrecdo de agua e nitrogénio. O coeficiente de residuo foi calculado
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como grama de matéria seca excretada por grama de peso vivo ganho,
segundo Laurentis et al. (2007), adaptado para animais em gaiolas.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com o
esquema fatorial 2x4 (dois niveis de energia e quatro aditivos) e cada dieta
recebeu cinco repeticbes de 12 aves no primeiro periodo e de 8 no segundo.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo programa
estatistico SPSS (2006) e, na presenca de diferenca significativa foi realizada a

comparacao entre as médias dos tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de metabolizabilidade e de digestibilidade da MS, PB e
EB e a EMA das dietas estdo apresentados nas tabelas 2 e 3.

Constatou-se efeito (P<0,001) da energia em ambos os periodos
analisados (de 11 a 14 e de 32 a 35 dias). O efeito do nivel de energia era
esperado em funcdo da dieta com energia padrao ter sido formulada com maior
energia metabolizavel em ambos os periodos (3050 e 3150 kcal/kg contra 2950
e 3050 kcal/kg), entretanto, a reducdo esperada na EM, originalmente de 100
kcal/kg, resultou em perdas maiores (206 kcal/kg no primeiro periodo e 196
kcal/kg no segundo, com base na MS). Zhou et al. (2009) verificaram que o0s
valores no coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca (CMMS), da
proteina bruta (CMPB) e a EMA diminuiram com a redugdo da EM das dietas.
Porém, com a introducéo de enzimas as dietas, os valores dos CMMS, CMPB e
a EMA aumentaram significativamente. Esperava-se, neste trabalho, que a
introdugdo dos aditivos nas dietas com menos EM aumentassem a

metabolizabilidade das variaveis analisadas (MS, PB, EB e EMA), atingindo os
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niveis semelhantes aos da dieta padrdo. Mas, verificou-se que apenas na fase
inicial os aditivos enzimas isoladas e em combinacdo com o probiotico, contidos
nas dietas com baixa energia (com farelo de trigo) tiveram um aumento préximo
do esperado (Tab. 2). O efeito positivo das enzimas em dietas com trigo e/ou
milho € reportado em muitos trabalhos (Wang et al., 2005; Gao et al.,2008;
Garcia et al., 2008; Zhou et al.,, 2009), em alguns deles, esse efeito é mais
pronunciado na fase inicial de desenvolvimento dos frangos (0 a 21 dias de
idade) (Steenfeldt et al., 1998b; Batal & Parsons, 2002; Zhou et al., 2009).
Contudo, o efeito positivo das enzimas também € dependente do tipo de enzima
adicionada a dieta, jA que existe uma especificidade das enzimas por seus
substratos (Penz Jr., 1998); da quantidade de enzima (Zhou et al., 2009) e; do
tipo e quantidade do cereal presente nas dietas (Biggs & Parsons, 2009). Dietas
com milho apresentam alta digestibilidade e as enzimas exdgenas sdo menos
efetivas em dietas com alta digestibilidade (Cowan et al., 1996; Tester et al.,
2004; Zhou et al., 2009). Dietas com trigo geralmente séo ricas em PNAs, dos
quais grande parte sdo os arabinoxilanos com elevada capacidade de se ligar
as moléculas de agua, causando um aumento na viscosidade da digesta (Choct
& Annison, 1992) e dificultando a acédo das enzimas enddgenas. Nesse caso, a
introducdo mais adequada de enzima a dieta seria a xilanase. Steenfeldt et al.
(1998b) utilizando xilanase em dietas a base de trigo encontraram um aumento
significativo na EMANn e na metabolizabilidade da GB e do amido no periodo
inicial. No presente trabalho, o efeito (P<0,05) das enzimas nas dietas com
farelo de trigo, no periodo inicial, resultou em relacdo as dietas sem enzima, um
acréscimo médio para os coeficientes de metabolizabilidade da MS, PB e EB de

2,73%, 3,39% e 2,70% respectivamente, e uma aumento médio da EMA de
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80,5 kcal/lkg MS (Tab. 2).

N&o foi encontrado efeito na EMA e na metabolizabilidade da MS, PB
e EB para dietas com probioticos, somente em combinacdo com as enzimas.
Pedroso (2003) constatou que os probidticos utilizados nas dietas de frangos
nao foram suficientemente competitivos com o0s demais micro-organismos
presentes na populacdo intestinal, sendo incapazes de colonizar o trato
digestorio. Como as dietas com o probidtico ndo apresentaram efeitos
isoladamente, acredita-se que o efeito obtido na sua combinacdo com enzimas
seja somente efeito das enzimas. Essa ineficiéncia pode estar relacionada a
varios fatores como a composicdo da espécie microbiana e sua viabilidade,
nivel de administracdo, método e frequéncia de aplicacéo, idade da ave, higiene
das instalacdes e fatores de estresse ambiental. Além disso, diferentemente da
acdo das enzimas, o probidtico utilizado ndo tem efeito direto sobre a
metabolizabilidade dos substratos que compde as variaveis estudadas, e sim
um possivel efeito indireto associado as atividades promovidas junto a
comunidade microbiana do trato digestorio.

Comparando os dois periodos percebeu-se que a EMA e a
metabolizabilidade da MS, PB e EB foram menores nas aves mais jovens (Tab.
2 e 3). Resultados semelhantes foram obtidos por outros investigadores
(Steenfeldt et al., 1998b; Batal & Parsons, 2002; Mourdo & Pinheiro, 2009). A
menor metabolizabilidade dos nutrientes em frangos jovens esta associada a
limitagdo da atividade das enzimas digestivas e das fungbes do trato
gastrointestinal (Nitsan et al., 1991; Noy & Sklan, 1997). Noy & Sklan (1995)
constataram que o aumento na metabolizabilidade da proteina em relagdo ao

aumento da idade, se deu devido ao crescimento da atividade das proteases e
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da maior eficiéncia da absorcdo de aminoacidos pelo desenvolvimento do trato
gastrointestinal.

No periodo de 32 a 35 dias de idade comparou-se os resultados do
meétodo de coleta total das excretas com o método de coleta ileal da digesta e
constatou-se efeito do método de coleta para a MS, EB e a EMA, obtendo-se
valores maiores (P<0,001) com o método de coleta total (Tab. 3). Corroborando
com estes resultados, Zanella et al. (1998) avaliando dietas com e sem enzimas
constataram que os resultados de EMA das dietas foram maiores quando
utilizaram o método de coleta total. O método de coleta ileal permite a dieta ser
digerida e absorvida até a porcao ileal do intestino, enquanto que pelo método
de coleta total o processo de digestdo e absorcdo se estende além do ileo.
Logo, a digestibilidade da dieta sera maior com o método de coleta total. Por
outro lado, a digesta ileal tem normalmente maior presenca de proteina de
origem enddgena, o que por sua vez reduz o coeficiente de digestibilidade
aparente (Sakomura & Rostagno, 2007). E normal se obter valores menores de
PB com o método de coleta total em aves adultas em relacdo aos valores
obtidos com o método de coleta ileal em aves jovens, porém ndo se encontrou
diferenca significativa em relacdo ao método ileal. Em frangos, fezes e urina
sdo excretadas juntas e esta Ultima é responsavel pelo aumento do acido Urico
na excreta, subestimando os célculos de metabolizabilidade da PB (Wallis &
Balnave, 1984; Jorgensen et al., 1996). O acido Urico pode ser determinado
guimicamente (Terpstra & De Haret,1974), mas nem sempre é possivel, por
isso, alguns autores consideram o método ileal mais apropriado para a
determinacao da digestibilidade da PB (Ravindran et al., 1999).

Também foi observado efeito da energia (P<0,001) em ambos os
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meétodos analisados, refletindo uma diferenca do método de coleta total em
relacdo ao ileal para a MS, PB, EB e EMA de 3,3%, 1,78%, 4,38, 76 kcal,

respectivamente.
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Tabela 2- Coeficiente de metabolizabilidade total da matéria seca (CMMS), proteina bruta (CMPB), energia bruta (CMEB) e
EMA em dietas de frangos de corte no periodo de 11 a 14 dias de idade

CMMS% CMPB% CMEB% EMA (kcal)

Niveis de energia

Aditivos Padrao Baixo Média Padrdo Baixo Média Padrdao Baixo Média Padrdo Baixo Média

Controle 7399% 69,78° 71,89 66,85% 6451° 6568 77,12% 7261° 7486 3262% 3025° 3143
Enzima 74,082 71,43° 7275 67,22° 66,34% 66,78 77,03% 7431° 7567 3262% 3095° 3178
Probiético 74,05% 69,75° 71,90 67,272 63,99° 6563 77,14% 72,30° 74,72 3267% 3012° 3139
Enz+Prob 74,112 71,62° 72,86 67,12% 66,52°% 66,82 77,23% 7451° 7587 3270% 3103° 3187

Média 74,06 70,64 67,11 65,34 77,13 73,43 3265 3059
Probabilidades

Energia (E) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Aditivo (A) <0,001 <0,001 0,001 0,001
ExA <0,002 <0,001 0,001 0,001
CV(%) 2,65 2,05 2,78 3,70

Médias na mesma coluna e linha seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P< 0,05); Energia padrdo: 3050 kcal/kg e
Energia baixa: 2950 kcal/kg; Enzima (Enz): Amilase, xilanase e B-glutanase; Probidtico (Prob): Enterococus faecium (10'°UFC/g); CV: Coeficiente de
variacao.
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Tabela 3- Método de coleta total e ileal para parametros de metabolizabilidade e
digestibilidade das dietas de frangos de corte dos 32 a 35 dias de idade

Método de coleta (MC)

Tratamento Total lleal Total Illeal Total lleal Total Illeal

Aditivos MS% PB% EMA (kcal)) EB%

Controle 74,85 74,07 70,82 70,74 3455 3376 78,39 76,56
Enzima 75,05 74,05 71,48 70,71 3451 3377 78,27 76,59
Probiético 74,88 74,04 70,66 70,71 3443 3376 78,13 76,55
Enz+Prob 74,92 74,07 71,34 70,75 3450 3375 78,24 76,53
Energia
Padréo 76,85 74,33 72,57 71,34 3548 3436 80,35 78,45
Baixo 73,00 73,78 69,57 70,12 3352 3316 76,17 75,61
Probabilidades

MC <0,001 0,132 <0,001 <0,001
Energia (E) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Aditivo (A) 0,939 0,511 0,902 0,907
MC x E <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
MC x A 0,924 0,529 0,930 0,928
MC x E x A 0,922 0,514 0,602 0,604
ExA 0,980 0,298 0,913 0,919

CV(%) 2,05 2,16 2,74 1,29

Médias na mesma coluna e linha seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P< 0,05); Energia padrdo: 3150 kcal/kg e Energia baixa: 3050 kcal/kg; Enzima
(Enz): Amilase, xilanase, B-glutanase. Probidtico (Prob): Enterococus faecium (10 UFC/g); CV:
Coeficiente de variacéo.



98

Os resultados dos dejetos produzidos na matéria natural (MN) e
matéria seca (MS), assim como a excre¢ao de agua e o coeficiente de residuos
sdo apresentados nas tabelas 4 e 5. Foi encontrado efeito da energia em
ambos os periodos analisados (11-14 e 32-35 dias), sendo a producdo de
dejetos significativamente maior nas dietas com baixa energia em funcédo do
aumento na quantidade de fibra oriunda do farelo de trigo. Nestas dietas, no
periodo de 11 a 14 dias, houve também o efeito dos aditivos, onde as enzimas
isoladas e em combinacdo com probiotico reduziram (P<0,001) a producédo de
dejetos na MS.

A maior producédo de dejetos na MN e MS de aves alimentadas com
dietas de baixa energia pode estar relacionada com a composicdo da fibra
contida na dieta. A fracdo soluvel da fibra pode aumentar a quantidade de
dejetos produzidos pelos animais (Jorgensen et al., 1996; Garcia et al., 2008).
De acordo com Choct & Annison (1992) e Garcia et al. (2008), a fracao fibrosa
da digesta pode reter grandes quantidades de agua e produzir efeitos que
prejudicam fisicamente os processos digestivos ocorridos no lumen intestinal,
diminuindo a digestibilidade dos nutrientes aumentando consequentemente, a
producado dos dejetos.

Houve um aumento significativo da excre¢édo de agua, pelos animais
gue receberam a dieta com baixa energia (contendo farelo de trigo), em ambos
os periodos analisados, consequéncia da maior excre¢cdo de MN fecal e do
maior teor de &gua nas excretas. No primeiro periodo, essa diferenca
(P<0,001), resultou em um percentual de 22,12% e no segundo periodo de
21,30% a mais na excrecdo de agua nas dietas com baixa energia. Cabe

ressaltar que, um aumento de aproximadamente 20% na excre¢do de agua
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favorece o aumento da umidade da cama em situacdo de campo. Essa maior
umidade pode contribuir para 0 aumento da incidéncia de problemas como
lesbes nas pernas, cochins plantares e peitos em aves de corte criadas nesta
situacao (Carré et al., 1995; Oliveira et al., 2002; Bellaver et al., 2005), o que
poderia resultar em diminuicdo de desempenho e valor comercial dos lotes.
Segundo Steenfeldt et al. (1998a) e Garcia et al. (2008), o efeito da hidratacéo
da digesta provocado pela presenca de PNAs diminui com a idade e que a
adicdo de enzimas as dietas diminui significativamente a quantidade de agua
na excreta. Porém, neste trabalho a presenca de enzimas e dos demais
aditivos analisados nas dietas ndo promoveram o mesmo efeito.

Também houve efeito da energia na excrecao de nitrogénio (Tab. 5).
As dietas com baixa energia (farelo de trigo) apresentaram uma maior
(P<0,001) excrecdo de nitrogénio em ambos os periodos analisados.
Entretanto, a presenca das enzimas nas dietas com baixa energia, no periodo
de 11 a 14 dias, reduziu esse efeito em nivel estatistico, semelhante as dietas
com nivel de energia padrao.

Sabe-se que a umidade excessiva da cama aumenta a proliferacao
de micro-organismos (Nahn, 2007) e aliados a maior presenca de nitrogénio
aumentam a emissdo de aménia para o ambiente resultando, entre outros,
problemas com a qualidade do ar. Segundo Kristensen & Wathes (2000) a
amonia atmosférica é o maior poluente em um ambiente de criacdo de frangos
e pode causar desconforto ao animal e problemas, principalmente respiratorios.
Além disso, a cama de aviario € muito usada como fertilizante em solos
agricolas e nestes o nitrogénio pode ser facilmente transformado a éxidos de

nitrogénio e ser lixiviado para lencois freéticos ou transportado para ambientes
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aguaticos (Vitousek et al., 1997). Contudo, a polui¢cdo no solo pelo nitrogénio da
cama avicola acontecera se o solo receber continuamente, por longos anos,
cama de aviario com altos niveis de nitrogénio e este estiver acima do
requerido pelo solo. Assim, existe a possibilidade de reducéo do nitrogénio na
cama de aviario, bem como de seu efeito poluente no ambiente de criacao,

pela utilizacdo de enzimas em dietas com farelo de trigo.
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Tabela 4- Efeito de dietas de frangos de corte na producdo de dejetos e excrecdo de agua e nitrogénio (g/animal/dia)
produzido no periodo de 11 a 14 dias de idade

Producéo de dejeto MN  Producéo de dejeto MS Excrecdo de agua Excrecao de Nitrogénio

Niveis de energia

Aditivos Padrao Baixo Média Padrao Baixo Média Padrdao Baixo Média Padrao Baixo Média

Controle 59,55 74,75 67,15 16,13% 19,11° 17,62 43,42 5565 49,53 0,798% 0,888° 0,843
Enzima 58,61 72,68 6565 15952 17,82° 16,88 42,66 54,86 48,76 0,781 0,812% 0,796
Probiético 59,15 73,96 66,56 16,03® 19,09° 17,56 43,13 54,87 4900 0,782% 0,901° 0,842
Enz+Prob 5899 7351 66,25 1598% 17,77° 16,88 43,00 5573 4937 0,781% 0,819% 0,800

Média 59,08 73,73 16,02 18,45 43,05 55,28 0,785 0,855
Probabilidades

Energia (E) 0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Aditivo (A) 0,062 <0,001 0,274 <0,001
ExA 0,756 <0,001 0,716 <0,001
CV(%) 11,33 7,89 12,73 5,85

Médias na mesma coluna e linha seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P< 0,05); Matéria natural: MN; Matéria
seca: MS; Energia padrao: 3050 kcal/kg e Energia baixa: 3950 kcal/kg; Enzima (Enz): Amilase, xilanase, B-glutanase; Probidtico (Prob): Enterococus
faecium ; CV: Coeficiente de variagéo.
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Tabela 5- Efeito de dietas de frangos de corte na producdo de dejetos e excrecdo de agua e nitrogénio (g/animal/dia)
produzido no periodo de 32 a 35 dias de idade

Excrecao de dejeto MN Excrecao de dejeto MS Excrecéo de agua Excrecao de Nitrogénio

Niveis de energia

Aditivos Padrao Baixo Média Padrdo Baixo Média Padrdo Baixo Média Padrdo Baixo Meédia

Controle 136,71 171,47 154,09 34,27 41,18 37,72 103,14 130,29 116,72 1,384 1,634 1,509
Enzima 136,27 171,81 154,04 33,41 4091 37,16 103,14 130,90 117,02 1,353 1,591 1,472
Probiotico 137,91 173,11 155,51 33,76 41,15 37,45 103,35 131,97 117,66 1,399 1,637 1,518
Enz+Prob 136,48 171,24 153,86 33,78 40,92 37,52 102,36 130,32 116,34 1,413 1,582 1,497

Média 136,84 171,91 33,89 41,04 103,00 130,87 1,388 1,611
Probabilidades

Energia (E) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Aditivo (A) 0,677 0,442 0,809 0,419
ExA 0,992 0,689 0,963 0,473
CV (%) 11,68 9,87 12,31 8,63

Médias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo teste de Tukey (P< 0,05); Matéria natural: MN; Matéria seca: MS;
Energia padrao: 3150 kcal/kg e Energia baixa: 3050 kcal/kg; Enzima (Enz): Amilase, xilanase, 3-glutanase; Probiético (Prob): Enterococus faecium; CV:
Coeficiente de variacao.
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Como nos parametros anteriores, também houve o efeito da energia
no coeficiente de residuo (Tab. 6). As aves que receberam dieta com baixa
energia (farelo de trigo) apresentaram um aumento significativo no coeficiente
de residuo. O ideal € que o coeficiente de residuo seja 0 menor possivel, para
diminuir assim, o impacto ambiental da atividade avicola. Uma das estratégias
utilizadas na avicultura é o uso de aditivos para aumentar a digestibilidade das
dietas com consequente reducao no coeficiente de residuo. Neste trabalho, no
periodo de 11 a 14 dias, as enzimas isoladas e em combinacdo com o
probidtico nas dietas de baixa energia reduziram significativamente o
coeficiente de residuo, resultando numa diminuicdo percentual de 5,3%,
resultados similares aos encontrados por Silva et al. (2007), que verificaram
uma reducdo de 10% no coeficiente de residuo, com o uso de enzimas nas

dietas.
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Tabela 6- Efeito de dietas de frangos de corte no coeficiente de residuo (g
dejeto MS/g GP) nos periodos de 11 a 14 e 32 a 35 dias

11 a 14 dias 32 a 35dias

Niveis de energia

Aditivos Padrdo Baixo Média Padrdo Baixo Média
Controle 0,319% 0,381° 0,350 0,407 0,485 0,446
Enzima 0,315 0,358° 0,336 0,403 0,482 0,443
Probidtico 0,319% 0,382° 0,350 0,407 0,484 0,446
Enz+Prob 0,319% 0,357° 0,338 0,407 0,483 0,445
Média 0,318 0,369 0,406 0,484
Probabilidades

Energia (E) <0,001 <0,001

Aditivo (A) <0,001 0,898

ExXA 0,002 0,984

CV(%) 8,32 9,08

Médias na mesma linha e coluna seguidas de letras distintas diferem significativamente pelo
teste de Tukey (P< 0,05); Energia padrao: 3050 (11-14 dias) e 3150 (32-35 dias) kcal/kg e
Energia baixa: 2950 (11-14 dias) e 3050 (32-35 dias) kcal/kg; Enzima (Enz): Amilase, xilanase,
B-glutanase; Probidtico (Prob): Enterococus faecium; CV: Coeficiente de variacéo.
CONCLUSAO

Neste trabalho conclui-se que, o aumento da digestibilidade das
dietas para frangos de corte esta relacionado com o nivel de energia, a adicdo
de aditivos nas dietas e a idade das aves. A adi¢cdo das enzimas isoladas ou em
combinacdo com probidtico, para as dietas com farelo de trigo e baixa energia é
mais eficiente e necessaria do que para aquelas sem farelo de trigo e com nivel
de energia padréao.

O método de coleta total das excretas e 0 método de coleta ileal da
digesta apresentam os mesmos efeitos para a digestibilidade da MS, EB e para
a EMA nas dietas de frangos de corte, no periodo de 32 a 35 dias de idade,

mas o método de coleta total das excretas € capaz de aumentar (P<0,05) os

valores absolutos desses efeitos.
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Dietas com baixa energia produzem mais (P<0,05) dejetos, excrecao
de 4gua, nitrogénio e aumentam significativamente o coeficiente de residuo em
relacdo as dietas com nivel de energia padrdo. Porém, com a adicao de
enzimas sozinhas ou em combinacdo com probidtico nas dietas com baixa
energia, € possivel baixar significativamente a producdo de dejetos na MS, a
excrecao de nitrogénio e o coeficiente de residuo, no periodo de 11 a 14 dias,

minimizando seus possiveis efeitos poluentes.
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Microbiota ileal de frangos de corte submetidos a diferentes dietas

lleal microbiota from broilers submeted to diferent diets

I. I. Santos, G. Corgdao, A. M. Kessler, laranjeira V. S., M. Lima

RESUMO

Este estudo foi conduzido para analisar as alteragbes do perfil
microbiano da digesta ileal de frangos de corte alimentados com dietas com
dois niveis de energia. A dieta com o nivel de energia padrdo (EP) foi baseada
em milho e farelo de soja e a dieta de baixa energia (BE) com milho e os farelos
de soja e trigo. Cada nivel de energia recebeu quatro tratamentos: Sem aditivo;
enzimas xilanase, amilase e (B-glucanase; probidtico Enterococcus faecium e;
enzimas mais o probidtico utilizados nos demais tratamentos. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso e cada dieta recebeu 5 repeticbes de 12
aves. Aos 19 dias, uma ave de cada repeticao foi abatida e o conteudo ileal
coletado e armazenado em freezer. Foram feitas as extragbes do DNA do
micro-organismo probiodtico e da microbiota ileal utilizando o kit QlAamp DNA
Stool. As amostras estraidas foram amplificadas utilizando-se o0s oligos
universais 338fCG e 518r e foi utilizada a técnica de eletroforese em gel por
gradiente desnaturante para caracterizacdo do perfil da microbiota ileal e do
probiotico utilizado nas dietas. Os resultados mostraram que as dietas com BE
apresentaram 21 amplicons, enquanto as dietas com EP 13 amplicons. Todos
os aditivos apresentaram padrdes de amplicons diferentes, com excecdo das
enzimas isoladas e em combinagédo nas dietas com EP. O perfil do micro-
organismo probidtico estava ausente em todas as dietas. Conclui-se que os

aditivos introduzidos as dietas foram capazes de alterar a microbiota digestiva
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do lumem ileal e o probiotico utilizado nas ra¢cdes nao foi capaz de colonizar o
trato ileal de frangos de corte.

Palavras chave: Enzimas; DGGE; DNA, probiético; trigo

ABSTRACT

This study was conducted to analyze the variation of the
microbiological profile of the ileal digesta of broilers feed with two levels of
energy. The (LE) low energy diet was based on corn, soybean meal and wheat
bran and standard energy level with corn and soybean meal. Each energy level
received four treatments: Without additive; Xylanase + amylase + [(3-glucanase
enzymes; Enterococus faecium probiotic and; Mix of the enzymes and probiotic
used in the other treatments. The experimental design was completely
randomized with 5 repetitions of 12 birds. One bird of each repetition was
slaughter and the ileal content was collected and stored in freezer in the 19
days-old. The DNA extraction of probiotic microorganism and of the ileal
microbiota was made. The kit QIAamp DNA Stool was used to extract the DNA
of samples following the recommendations of manufacturer. The PCR was
made for the amplify the V3 region of the 16S rDNA gene present in the
microbial population and the technigue of denaturing gradient gel
electrophoresis was used for characterization of ileal microbiota profile and of
the probiotic used in experimental diets. The results showed that the diets with
LE presented 21 amplicons while the diets with the SE presented 13 amplicons.
The diversity also was major in the BE diets (8 in LE against 7 in SP). All
additives presented differents standards of amplicons with exception of enzymes

alone e mix with probiotic in the SE diets. The probiotic microorganism profile
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was absence in every diets. In conclude, the additives inserted in the diets were
able of change the digestive microbiota of ileal lumen and the probiotic used in
the ration did not able to colonize the ileal trato of poultry.

Keywords: Enzymes; DGGE; DNA; probidtic; wheat

INTRODUCAO

O desenvolvimento da microbiota intestinal nos frangos esta
estreitamente relacionado aos ingredientes utilizados na dieta. As espécies
bacterianas diferem em relacdo a suas preferéncias de substratos e suas
necessidades para o crescimento. Por isso, a composi¢cdo quimica e a estrutura
da digesta determinam amplamente a distribuicdo da microbiota no trato
digestorio (Apajalahti & Kettunen, 2002; Apajalahti, 2005). A populacao
bacteriana, em um dado momento reflete a capacidade de cada grupo
bacteriano em competir com outros grupos, frente ao sistema de defesa e em
determinadas condicdes fisicas e quimicas do meio. Por isso, as mudancas na
composicdo da dieta, densidade de nutrientes, caracteristicas fisicas e
processamento do alimento, o tipo e o nivel de aditivo utilizado nas dietas
podem ter efeitos significantes sobre a dindmica da microbiota intestinal
(Apajalati et al.,, 2001; Guo et al., 2004; Hume et al., 2003, 2006; Oviedo-
Ronddn et al., 2006; Parker et al., 2007), o que por sua vez influi na habilidade
dos animais para digerir e absorver nutrientes. Apajalati et al. (2001) utilizando
métodos moleculares analisaram microbiotas intestinais de frangos de corte,
alimentados com dieta a base de trigo em oito aviarios comerciais da Finlandia.
Eles encontraram um efeito individual da dieta e uma forte interacao (dieta x

aviario) na estrutura microbiana dos cecos. Em outro estudo, comparando
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frangos que receberam dietas contendo milho, sorgo, cevada, aveia e centeio,
constatou-se que os animais alimentados com milho e sorgo mostraram uma
menor abundancia de bifidobactérias do que aquelas alimentadas com as
outras dietas (Apajalahti & Kuttunen, 2002). Portanto, € possivel alterar as
microbiotas patogénicas e benéficas mediante mudancas nas dietas e
consequentemente, na dinamica intestinal.

Compreender e monitorar as mudancas da ecologia microbiana séo
pontos importantes para o desenvolvimento de métodos ou produtos que
alterem e regulem a comunidade de bactérias melhorando o desempenho ou
reduzindo os efeitos de estresse ou doencas. Adicionalmente, essas
ferramentas podem servir para controlar patbgenos presentes em ingredientes
da racdo, reduzir a producdo de amodnia e substancias volateis das fezes,
responsaveis pelos odores nocivos no ambiente de criacdo. Assim, o estudo
das microbiotas intestinais pode ter impacto na producéo, saude e bem estar de
frangos de corte.

Existem poucos métodos disponiveis para monitorar a comunidade
microbiana total do trato digestorio. As bactérias suficientemente grandes
podem ser vistas por microscopia de fluorescéncia e s6 algumas podem ser
cultivadas em condicbes de laboratorio. A maioria das bactérias que crescem
em uma comunidade tdo complexa depende de fatores de crescimento
administrado por outros micro-organismos ou de secre¢fes dos tecidos do
hospedeiro. Devido a complexidade destas necessidades é comum que menos
de 10% das bactérias que vivem no intestino possam ser cultivadas em
condicoes de laboratorio (Apajalahti et al, 2002). Como consequéncia, a maioria

dos trabalhos e conclusfes obtidas reflete apenas mudancas minoritarias na
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populacdo microbiana. Atualmente, técnicas baseadas em DNA tém sido
utilizadas para analisar a microbiota do trato gastrointestinal. Através destas
técnicas, o DNA total da microbiota de amostras do trato gastrintestinal é
recuperado usando uma combinacdo de meétodos fisicos, quimicos e
enzimaticos (Hume et al., 2006; Oviedo-Rondon et al., 2006; Thompson et al.,
2008). No presente estudo utilizou-se a eletroforese em gel por gradiente
desnaturante (DGGE) para caracterizacdo do perfil bacteriano da digesta ileal
de frangos de corte e do probiotico utilizado na dieta. Para isso, foi feita a
extracdo do DNA da amostra e a amplificacdo da regido V3 do gene 16S rRNA
presente no genoma da microbiota ileal. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito dos aditivos (probiotico e enzimas) na microbiota ileal de frangos de corte
alimentados com diferentes dietas e identificar no perfil analisado o probiético
utilizado nas dietas experimentais, verificando dessa forma se as dietas foram
capazes de promover alguma mudanca na microbiota e se o probiético utilizado

foi capaz de colonizar o trato digestorio dos animais.

MATERIAL E METODOS
Animais, dietas e amostras

O experimento foi conduzido com frangos machos da linhagem Ross
a partir do primeiro dia de idade. Diariamente foram controladas e registradas a
temperatura ambiental e a umidade relativa do ar. Foi fornecido aos animais
durante todo o periodo experimental &gua clorada e racdo a vontade.

As dietas experimentais foram constituidas de duas formulages,
uma com nivel de energia padrao, a base de milho e farelo de soja, e outra com

nivel baixo de energia (reducdo de 100 kcal/kg de EM, em relagdo a dieta
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padréao, obtido pela inclusdo de farelo de trigo) (Tab.1). Com excecéo do nivel
de energia, as dietas apresentaram balanceamento e equivaléncia nos niveis
dos demais requerimentos, atendendo as exigéncias nutricionais da espécie, de
acordo com as recomendacdes de Rostagno et al. (2005). Os niveis de energia
receberam quatro tratamentos: 1- Controle (sem aditivo); 2- enzimas (xilanase,
amilase e B-glucanase); 3- probiético (Enterococcus faecium - 10'° UFC/g) e; 4-
enzimas mais o probidtico utilizados nos tratamentos 2 e 3 (Tab. 1). O
delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com o esquema fatorial
2x4 (dois niveis de energia e quatro aditivos) e cada dieta recebeu 5 repeticbes
de 12 aves.

Aos 19 dias uma ave de cada repeticao foi abatida, o ileo foi exposto
a partir de 4 cm anteriores a regido ileo-ceco-colica, a digesta ileal foi coletada
e armazenada em freezer (-24°C). Posteriormente, as amostras foram
descongeladas, as repeticdes de cada tratamento juntadas e homogeneizadas

para a extracdo do DNA total das amostras.
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Tabela 1- Composicdo e niveis nutricionais calculados para as dietas
experimentais de frangos de corte

Nivel Padrédo de Nivel Baixo de

INGREDIENTES (%) Energia Energia
Milho 58,46 52,38
Farelo de soja 46 34,08 32,66
Farelo de trigo - 7,54
Oleo de soja 3,08 3,08
Calcéareo 1,36 1,39
Fosfato bicalcico 1,72 1,63
Sal comum 0,46 0,46
Premix vitaminico 0,04 0,04
Premix mineral 0,08 0,08
Lisina 0,29 0,30
DL-Metionina 0,27 0,28
Aditivos* 0,05 0,05
Colina 60 0,060 0,06
Monensina 20% 0,05 0,05
EM (kcal/kg) 3050 2950
PB 21 21
FB 3,25 3,75
Ca 0,95 0,95
Pdisponivel 0,45 0,45
Saodio 0,20 0,20
Lisina Total 1,29 1,29
Metionina Total 0,57 0,57
Triptofano Total 0,27 0,27
Colina (mg/kg) 1500 1500

* Probidtico Enterococcus faecium - 10'° UFC/g (Cilactin®): 30 g/ton; Mistura de enzima
xilanase (Ronozyme® WX): 100 g/ton e amilase + B-glucanase (Ronozyme® A): 400 g/ton.
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Extracdo do DNA do probidético e da microbiota ileal

Para a extracdo do micro-organismo probiético, 3 g de probiotico
foram adicionadas a um tubo de ensaio contendo 10 mL do meio caldo verde
brilhante e cultivado em estufa a 37 °C por 24 h. A partir de entéo, 1,2 mL do
cultivo foi transferido a um eppendorf, centrifugado a 4000 rpm por 2 minutos e
coletado o precipitado. Este foi lavado com solucéo salina (0,9%) duas vezes
para posterior extracdo do DNA. A extracdo do probidtico, assim como da
microbiota ileal dos tratamentos foi realizada utilizando-se o kit QlAamp DNA
Stool (Qiagen®, Sao Paulo, Brasil), seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
integridade total do DNA foi checada por eletroforese em gel de agarose 0,8 %
com brometo de etideo (0,5 pL/mL). As amostras de DNA extraido foram
armazenadas a -10 °C.
Amplificacdo do DNA

Para a amplificacdo dos fragmentos especificos da regido V3 do
gene 16S rRNA do micro-organismo probidtico e da microbiota ileal utilizou-se
os oligonucleotideos iniciadores: BA338fCG (5° CGC CCG CGC GCG GCG
GGC GGG GCG GGG GCA GCA CGG GGG GAC TCC TAC GGG 3)) e
UN518r (5" ATT ACC GCG GCT GCT GG 3') (Pedroso et al., 2005). A reacao
em cadeia da polimerase (PCR) foi conduzida em um volume de 25 uL
contendo 0,2 mM de cada nucleotideotrifosfatase (dNTP), 2,5 mM de MgCl,, 5
MM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,0 U de Tag DNA polimerase, tampéao
DNA polimerase 10X e 200 ng de DNA. Todas as reacdes foram feitas em
duplicata. A PCR do DNA probidtico e da microbiota ileal foi feita seguindo o
protocolo utilizado por Thompson et al. (2008): 1 ciclo de 94 °C por 3 min; 30

ciclos de 94 °C por 1 min, 65 °C por 1 min (diminuindo 0,5 °C por ciclo),e 72 °C
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por min;1 ciclo de 72 °C por 7 min. Uma aliquota dos produtos da PCR foi
analisada em gel de agarose 0,8%.
Eletroforese em gel por gradiente Desnaturante — DGGE

A DGGE foi conduzida de acordo com as recomendacdes descritas
por Muyzer et al. (1993). Para separar os fragmentos amplificados pela PCR,
um gel de 8% poliacrilamida:bisacrilamida (37:5:1) foi preparado contendo um
gradiente desnaturante variando de 15 a 55%, usando duas solucfes: solucéo
100% de desnaturacéao contendo 40% formamida e 7 M de uréia e, solucao 0%
desnaturante, sem uréia ou formamida (Ovreas et al.,, 1997). A DGGE foi
realizada utilizando-se o equipamento DCode (BioRad) em gel de 16 x 16 x 0,1
cm e tampéao TAE 1X (a partir de TAE 50X: 20 mM Tris-acetato, 10 Mm acetato
de sadio, 0,5 mM EDTA - pH 8,0). As reacdes de PCR foram juntadas e um
volume de 42 pL do produto de PCR de cada amostra foi adicionado
individualmente a cada canaleta do gel. A eletroforese foi realizada a 100V e 60
°C por 16 h. Os géis foram corados em solucdo de TAE 1X:Brometo de etidio
(0,5 pug/mL), analisados em luz ultravioleta com captura de imagem por meio
digital (Kodak 1D image Analysis).
Analise de dados

A partir da analise dos amplicons detectados nas diferentes amostras
montou-se uma matriz de presenca ou auséncia e os tratamentos foram
agrupados hierarguicamente por dendrograma, com base no seu peffil
eletroforético. Para isso, utilizou-se o programa NTsyspc software, version 2.0

for Windows.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1, encontra-se o gel de poliacrilamida com gradiente
desnaturante submetido a eletroforese (DGGE). Em cada coluna do gel verifica-
se o padrdo de bandas (amplicons) relativo as microbiotas presentes na digesta
ileal de frangos de corte. As bandas com maior intensidade representam
populacbes mais abundantes e as de menor intensidade, as menos
abundantes. Na figura 2 encontra-se o dendrograma, no qual pode-se observar
os grupamentos formados pela similaridade genotipica das microbiotas de cada
tratamento analisado. Percebe-se que os aditivos foram capazes de alterar a
microbiota da digesta ileal e que as dietas com baixa energia favorecem a
existéncia de um numero maior de amplicons, o qual pode estar associado a
um maior numero de espécies bacterianas no limem ileal dos animais. Estas
dietas apresentavam farelo de trigo em sua composicdo, ingrediente com
grande quantidade de polissacarideos ndo amildceos soluveis (PNAS).
Normalmente, os PNAs diminuem o transito de passagem da digesta no trato
intestinal a ponto dos micro-organismos serem capazes de competir por
nutrientes com o animal, tendo dessa forma mais condicbes para sua
reproducdo e aumento da populacdo (Apajalahti et al, 2002; Shakouri et al.,
2009).

Nas dietas de baixa energia (BE), somente no tratamento com o
probioético, o amplicon 4 néo foi detectado, possivelmente este aditivo inibiu o
desenvolvimento desta microbiota, porém, apresentou em comum 0s amplicons
1, 2, 3, 5 e 6 em relagédo ao tratamento controle. Os perfis de bandas destes
tratamentos estéo relacionados entre si com um coeficiente de similaridade de

aproximadamente 88%. A presenca das enzimas na dieta favoreceram a
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presenca do amplicon 7, o reaparecimento do amplicon 4 e um aumento na
intensidade do amplicon 6. Este tratamento apresentou um coeficiente de
similaridade em relacdo as dietas controle e probidtico de aproximadamente
93% e 88%, respectivamente. Porém, quando em combinag&o com o probidtico,
as enzimas favoreceram o aparecimento do amplicon 8, além da presenca dos
amplicons 3 e 5, sendo esses ultimos também encontrados nas demais dietas.
Contudo, a combinacdo das enzimas com o probiético foi capaz de inibir os
amplicons 1, 2, 4, 6 e 7, encontradas nas dietas com os demais aditivos,
resultando numa similaridade bastante baixa (50%) em relacdo aos demais
tratamentos. As enzimas exdgenas em dietas com alta concentracdo de PNAs
aumentam a digestibilidade das dietas, diminuindo o fluxo de passagem e
disponibilizando menos nutrientes para a reproducéo e proliferacdo de micro-
organismos no trato intestinal do animal. Além disso, alguns micro-organismos
beneficiados diretamente com uma determinada dieta podem produzir
substancias que favorecam ou inibam o aparecimento de outras espécies
(Collier et al., 2003; Servin, 2004).

Nas dietas com energia padrdao (EP), no tratamento controle, os
amplicons 1, 3, 4, 8, 9 e 10 foram observados. No tratamento com probiético
houve o favorecimento da presenca dos amplicons 11 e a inibicdo dos
amplicons 1, 8, 9 e 10 encontrados no controle. Apenas os amplicons 3 e 4
foram comuns aos dois tratamentos, resultando numa similaridade de
aproximadamente 45%. A maior alteragdo microbiana nas dietas com EP foi
encontrada nos tratamentos com enzimas isoladas e em combinagdo com o
probiotico. Esses tratamentos favoreceram apenas o predominio dos amplicons

3 e 5, inibindo a presenca dos outros amplicons encontrados nas demais dietas.
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Este padrdo de amplicons resultou numa similaridade, bastante baixa, de
aproximadamente 37%, em relacdo aos demais tratamentos.

No probiético comercial (E. faecium) foi encontrado o amplicon 12. A
presenca deste amplicon ndo foi constatada em quaisquer dietas avaliadas.
Contudo, a microbiota foi alterada quando apresentou probiético na dieta com
energia padrao (sem farelo de trigo) e quando em associacdo com as enzimas
nas dietas de baixa energia (com farelo de trigo). Acredita-se que o probidtico
promova um efeito antagbnico ou sinérgico em relacdo a microbiota dessas
dietas, devido provavelmente as varias bacteriocinas que produz. Porém, nao
foi suficientemente competitivo para manter-se em quantidade expressiva a
ponto de colonizar o [limem ileal.

Foram encontradas nas dietas avaliadas 11 amplicons diferentes.
Este baixo numero pode ser explicado pela comigracdo de alguns fragmentos
com pares de bases pouco distintos (Jackson et al.,, 2002) ou conteudo C+G
bastante semelhantes (Simpson et al., 1999). Zhu & Joerger (2003)
identificaram 243 diferentes sequéncias de bactérias a partir do gene 16S rRNA
presentes no conteudo cecal de frangos de corte, através de técnicas de
clonagem e sequenciamento, porém visualizaram através do DGGE apenas 20

amplicons.
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E+P E.faecium
EP

Figura 1. DGGE do produto de PCR da regidao V3 do gene 16S do rRNA de
amostras da digesta ileal de frangos de corte, alimentados com dietas contendo
dois niveis de energia (Energia padrdo-EP e Baixa energia-BE) e diferentes
aditivos: Controle (C), Probidtico (P), Enzima (E), Enzima + probiotico (E+P).
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Figura 2. Dendrograma dos amplicons obtidos pelo DGGE do PCR da regido V3
do gene 16S do rDNA de amostras da digesta ileal de frangos de corte
alimentados com dietas contendo dois niveis de energia (Energia padrao-EP e
Baixa energia-BE) e diferentes aditivos: Controle (C), Probidtico (P), Enzima
(E), Enzima +probidtico (E+P).

CONCLUSAO
Os aditivos introduzidos as dietas para frangos de corte sao capazes
de alterar a populag¢édo microbiana do [imem ileal.

O probidtico utilizado nao foi capaz de colonizar o trato ileal de frangos de corte.
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1.CONCLUSAO GERAL

Em dietas com milho e farelo de soja, o probiético e 6leos essenciais
nao promoveram beneficios de desempenho, de integridade da mucosa e de
morfometria intestinal aos animais que sofreram estresse infeccioso por Eimeria
maxima e E. acervulina.

Em dietas com diferentes niveis de energia, o probiético também néo
se mostrou eficiente aos animais sob quaisquer parametros analisados. Este
também ndo foi detectado por DGGE no trato ileal dos animais que o
consumiram na dieta, sendo menos competitivo que 0s demais micro-
organismos presentes no conteudo ileal. Contudo, tanto nas dietas contendo
probidtico, quanto naquelas contendo enzimas foram verificadas alteracdes na
microbiota do conteudo ileal dos animais. As enzimas mostraram eficiéncia nas
dietas de baixa energia (que continham farelo de trigo em sua composi¢ao). A
adicdo de enzimas diminuiu (P<0,05) os parametros de morfometria e pH do
trato gastrointestinal, melhorarou (P<0,05) a digestibilidade da dieta e diminuiu
(P<0,05) a producdo de dejetos no ambiente de criacdo. Contudo, essa

eficiéncia so foi verificada no periodo inicial das aves (14 dias).

2.CONSIDERACOES FINAIS

A composicdo da mistura de O6leos essenciais utilizado no
experimento do cap. I, ndo foi divulgada pelo fabricante, sabendo-se apenas
que foi extraido de plantas de tomilho e cravos-da-india, cujos principais

principios ativos sao timol e eugenol, respectivamente. Na literatura encontra-se
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efeito destes dois principios ativos, principalmente contra Clostridium perfringes
(Mitsch et al., 2004), um patdgeno oportunista causador de infec¢des intestinais
em frangos de corte e, contra a coccidiose causada por Eimeria tenella
(Giannenas et al., 2003). Contudo, no trabalho de Mitsch et al. (2004), o timol e
0 eugenol estavam em combinac&o na dieta com outros principios ativos, como
a curcumina, a perperina e o carvacrol e no trabalho de Giannenas et al. (2003)
o timol estava em combinacdo com o carvacrol.

Como exposto na revisdo bibliografica do cap. |, existe o efeito
sinérgico ou antagdnico entre os componentes principais (em maior nivel) e os
de menor representatividade presentes nos Oleos essenciais, que pode
potencializar ou reduzir a acao antimicrobiana. O sinergismo entre o carvacrol e
seu precursor p-cineme sob células vegetativas de Bacillus cereus foi
demonstrado por Ultee et al. (2002). O p-cineme tem um efeito antimicrobiano,
capaz de aumentar a permeabilidade das membranas das células bacterianas,
favorecendo o transporte do carvacrol para o interior das células.

A mistura de cinamaldeido e eugenol (250 e 500 upg/mL,
respectivamente), inibiram o crescimento de Staphiloccocus sp., Bacillus sp.,
Microccocus sp., Enterobacter sp. por mais de 30 dias, enquanto esses
compostos aplicados individualmente ndo demonstraram esse mesmo efeito
(Moleyar & Narasimham, 1992). Assim, o efeito do timol e do eugenol contra
coccidios pode ser evidenciado ou potencializado pela presenca de outros
principios ativos, como o carvacrol ou ndo se manifestar quando utilizados
sozinhos nas dietas.

Neste trabalho verificou-se que o0 micro-organismo probidtico, mesmo

detectado por DGGE no probidtico enviado pelo fabricante, ndo foi capaz de



134

colonizar o trato ileal das aves em quaisquer dietas analisadas. Os probidticos a
base de Enterococcus faecium tém acdo comprovada em trabalhos realizados
com frangos de corte (Henrique et al.,1998; Mountzouris et al., 2007;Shin, et al.;
2008), porém sua eficacia também é contestada (Gonzales, 1998; Loddi et al.,
2000). Como mencionado na revisdo do cap. |, a acado efetiva dos probidticos
esta condicionada as interacfes existentes no TGl do animal (Remhan et al.,
2007) e também a multifatores, tais como, a viabilidade da cepa microbiana, o
nivel e a forma de administracdo, a freqiéncia de aplicacdo, o tipo de dieta, a
idade da ave, condicbes de higiene do sistema de producdo e fatores
estressantes (Mountzouris et al., 2010). Analisando-se todas essas variaveis
descartou-se o fator nivel de administracdo, pois a dose utilizada seguiu as
recomendacdes do fabricante e estda de acordo com o recomendado na
literatura (Patterson & Burkholder, 2003; Apata, 2008; Mountzouris et al., 2010).
Quanto a frequéncia de administracéo, esta dificiimente impediria a eficiéncia
do probidtico, uma vez que este foi administrado a partir do primeiro dia de
idade das aves até o abate e a coleta para o DGGE foi feita aos 19 dias de
idade, quando a populacdo microbiana ja estava estabilizada. A ineficacia do
probidtico em relacdo a dieta controle se mostrou tanto nas dietas com
milho/farelo de soja, quanto nas dietas com milho/farelos de soja e trigo; tanto
em condi¢cdes de estresse (experimento do cap. I) como na auséncia deste
(experimento do cap. lll, IV e V), restando poucos fatores a serem analisadas.
Ficaram as interacdes existentes no TGl do animal (Remhan et al., 2007) e a
viabilidade do E. faecium contido no probiotico. Em relacdo ao primeiro fator,
provavelmente, o micro-organismo probidtico ndo teve poder de competicéo,

em relacdo aos demais micro-organismos, frente & produgcédo de enterotoxinas
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das bactérias intestinais e as secrecfdes produzidas na mucosa do TGl Em
relacdo a segunda variavel, € possivel que o probidtico ndo expressasse a
tolerancia necessaria as enzimas salivares, acidos gastricos, sais biliares e
acidos organicos volateis do TGl, dificultando sua rapida proliferacéo e entéo,
adequada colonizacédo apos sua ingestédo, sendo incapaz de inibir patdégenos e
ter condi¢cBes de resisténcia ao peristaltismo.

As enzimas se mostraram eficientes apenas nas dietas com baixa
energia, as quais se diferenciaram das dietas com nivel de energia padrao pela
inclusdo do farelo de trigo na composicdo. Porém, essa eficiéncia s6 foi
constatada na fase inicial de desenvolvimento das aves (14 dias). Alguns
autores encontraram eficiéncia das enzimas nas fases inicial e de crescimento,
contudo, essa eficiéncia foi mais expressiva na fase inicial (Steenfeldt et al.,
1998a; Zhou et al., 2009). Segundo Nitsan et al. (1991) e Noy & Sklan (1997),
as aves jovens apresentam limitacGes das atividades das enzimas digestivas e
das funcdes do trato gastrointestinal, contudo a medida que crescem aumentam
a producdo das enzimas endogenas, aumentando também a absorcdo de
aminoacidos e energia pelo desenvolvimento do trato gastrintestinal (Noy &
Sklan, 1995). Olukosi et al. (2007) observaram uma maior retencdo da matéria
seca, energia e nitrogénio com o aumento da idade. Eles concluiram que os
frangos jovens sdo mais beneficiados com a acdo das enzimas exdgenas, ja
que em aves mais velhas a retencdo de nutrientes diminui e a eficiéncia da
enzima fica menos evidente. Contudo, a resposta da enzima também pode ser
explicada pela composicdo da dieta. O beneficio obtido com as enzimas nas
dietas de baixa energia pode estar atrelado a presenca do farelo de trigo na

composicao destas dietas. Em geral o farelo de trigo apresenta uma grande
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guantidade de PNAs em sua composicdo. Quando introduzido nas dietas,
geralmente aumenta a viscosidade da digesta, baixando a digestibilidade da
dieta e o desempenho dos animais. Ja no milho a presenca de PNAs € bem
menor e o0s efeitos adversos sdo menos intensos, 0 que o torna mais digestivel
em relacdo ao farelo de trigo. Essa caracteristica favorece a eficiéncia das
enzimas exogenas para dietas com farelo de trigo, pois o percentual de
digestibilidade do milho ja é alto, assim a margem de aumento conseguida com
a introducdo de enzimas se torna menor (Amerah et al., 2008) em relacdo a

digestibilidade do farelo de trigo.
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4.APENDICES

APENDICE A — Observacdes experimentais — Capitulo |l
1. Desempenho Zootécnico
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21 dias 28 dias

Iratame“t GP(G CR(g CA GP() CR( CA

Controle 493,64 662,27 1,34 523,00 899,00 1,72
Controle 528,18 709,45 1,34 531,00 930,00 1,75
Controle 49455 664,82 1,34 523,00 907,00 1,73
Controle 531,82 71582 1,35 516,00 876,00 1,70
Controle 530,00 709,30 1,34 52556 883,33 1,68
Probiético 527,00 727,00 1,38 51556 917,78 1,78
Probiético 539,09 744,45 1,38 517,00 874,00 1,69
Probiético 535,45 739,82 1,38 552,00 936,00 1,70
Probiético 498,18 698,18 1,40 52500 909,00 1,73
Probiético 518,18 718,73 1,39 541,00 924,00 1,71
Oleo Ess 49545 690,36 1,39 540,00 937,00 1,74
Oleo Ess 469,55 655,00 1,39 501,00 889,00 1,77
OleoEss 500,91 698,73 1,39 517,78 899,90 1,74
Oleo Ess 498,18 686,91 1,38 529,00 921,00 1,74
Oleo Ess 499,09 688,27 1,38 523,00 931,30 1,78
Antibiético 543,64 726,55 1,34 53500 908,00 1,70
Antibiético 536,18 723,18 1,35 530,00 899,00 1,70
Antibiético 542,73 725,18 1,34 518,00 882,00 1,70
Antibiético 555,00 746,00 1,34 543,33 906,67 1,67
Antibiético 560,00 744,40 1,33 543,33 92444 1,70




2.Morfometria Intestinal (um) ileo— 21 dias
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Comprimento Largura

Altura de N° de

Tratamento de Vilo de Vilo Cripta  Vilos/area Vilo:Cripta
Controle 694,13 97,21 160,22 6,86 4,33
Controle 677,14 165,61 160,40 5,29 4,22
Controle 802,21 167,02 208,80 4,12 3,84
Controle 612,67 79,82 165,18 9,61 3,71
Controle 864,85 132,15 181,63 5,88 4,76
Probiético 682,62 66,23 170,22 9,22 4,01
Probiotico 649,30 125,73 179,09 5,69 3,63
Probidtico 883,04 167,51 202,03 4,90 4,37
Probiotico 649,79 110,24 166,77 7,06 3,90
Probidtico 805,11 175,43 171,59 5,49 4,69
Oleo essencial 619,56 125,06 165,48 4,51 3,74
Oleo essencial 784,35 70,64 179,92 10,59 4,36
Oleo essencial 853,25 104,44 166,76 7,25 512
Oleo essencial 636,71 129,66 168,51 7,65 3,78
Oleo essencial 749,78 164,21 196,84 5,29 3,81
Antibidtico 857,22 134,26 157,37 5,69 5,45
Antibiético 848,73 86,74 143,70 4,90 5,91
Antibidtico 863,41 198,81 157,00 5,10 5,50
Antibiético 741,64 202,71 152,09 0,00 4,88
Antibiotico 760,26 162,96 148,99 5,49 5,10




3.Morfometria Intestinal (um) ileo — 28 dias
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Comprimento Largura  Alturade N° de
Tratamento de Vilo de Vilo Cripta Vilos/area Vilo:Cripta
Controle 1000,85 141,82 305,50 5,29 3,28
Controle 1051,25 103,78 275,95 7,84 3,81
Controle 1038,11 108,12 279,52 6,08 3,71
Controle 1091,97 154,87 284,20 4,31 3,84
Controle 896,96 200,73 271,62 4,71 3,30
Probiotico 1059,53 155,59 304,58 5,29 3,48
Probidtico 872,26 134,01 275,84 3,92 3,16
Probiotico 1091,43 133,92 286,33 6,47 3,81
Probidtico 991,67 130,62 275,95 4,71 3,59
Probiotico 1093,04 154,74 287,32 5,10 3,80
Oleo essencial 836,42 195,68 304,14 5,10 2,75
Oleo essencial  1069,50 191,66 274,12 4,12 3,90
Oleo essencial  1080,26 124,22 298,69 6,86 3,62
Oleo essencial  1006,67 160,27 272,89 5,10 3,69
Oleo essencial  1090,22 135,74 283,33 6,67 3,85
Antibiotico 1071,26 118,60 261,11 6,08 4,10
Antibiotico 1094,64 171,00 267,04 4,90 4,10
Antibiotico 956,55 129,68 236,84 5,29 4,04
Antibidtico 915,82 178,10 208,03 5,29 4,40
Antibiotico 1089,96 165,74 262,59 4,51 4,15
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1.Valores médios ranqueados de Escore de Lesdo por Eimeria sp
aos 21 e 28 dias de idade de frangos de corte

Tratamento Eimeira maxima Eimeira acervulina
21 dias 28 dias 21 dias 28 dias
Controle 1 0 1 1
Controle 2 0 2 0
Controle 2 0 1 1
Controle 0 1 0 0
Controle 1 1 0 0
Probidtico 1 0 2 0
Probidtico 1 1 1 0
Probio6tico 2 0 0 1
Probidtico 2 1 0 0
Probio6tico 1 0 1 1
Oleo essencial 0 1 1 1
Oleo essencial 1 0 1 0
Oleo essencial 2 1 1 1
Oleo essencial 2 0 0 0
Oleo essencial 1 0 0 0
Antibidtico 2 0 0 1
Antibidtico 0 0 0 0
Antibidtico 0 0 0 0
Antibidtico 0 1 0 1
Antibidtico 1 0 0 0




APENDICE B — Observacdes experimentais — Capitul o 11l

1. Desempenho Zootécnico

Tratamento 1-21 dias 32-35 dias

Nivel

de

Energia Aditivo GP (g) CR(g) CA GP(@ CR(@ CA
Padrdo Controle 934,90 1226,10 1,31 1154,20 2133,90 1,85
Padrdo Controle 979,90 1263,30 1,29 1166,00 2125,80 1,82
Padrdao Controle 918,20 1222,80 1,33 1050,00 1930,70 1,84
Padrdao Controle 940,40 1149,80 1,22 1150,40 2159,30 1,88
Padrdo Controle 910,00 1239,20 1,36 1147,40 2087,50 1,82
Padrdao Enzima 887,80 1233,30 1,39 1125,80 2118,90 1,88
Padrdo Enzima 966,30 1185,80 1,23 1135,60 2091,90 1,84
Padrdao Enzima 974,30 1189,30 1,22 1156,50 2113,30 1,83
Padrdo Enzima 956,00 1235,70 1,29 1144,70 2126,80 1,86
Padrdao Enzima 907,80 1241,30 1,37 1125,30 2042,60 1,82
Padrdo Probiético 942,00 1183,50 1,26 1158,60 2120,30 1,83
Padrao Probiético 960,70 1241,60 1,29 1135,10 2109,30 1,86
Padrdo Probiético 931,40 1175,20 1,26 1140,80 2100,50 1,84
Padrao Probiético 888,00 1197,80 1,35 1147,40 2095,10 1,83
Padrdo Probiético 992,40 1260,40 1,27 1097,20 2071,20 1,89
Padrao Enz+Prob 992,80 1188,40 1,20 1178,30 2155,10 1,83
Padrdo Enz+Prob 946,80 1208,20 1,28 115850 217190 1,87
Padrao Enz+Prob 905,40 1199,20 1,32 1096,00 1993,30 1,82
Padrdo Enz+Prob 903,40 1218,20 1,35 1170,70 2132,30 1,82
Padrao Enz+Prob 947,50 1260,20 1,33 1083,50 2041,40 1,88
Baixa Controle 906,70 1256,40 1,39 1069,20 2031,30 1,90
Baixa Controle 957,30 1251,30 1,31 1111,40 2130,40 1,92
Baixa Controle 916,60 1192,00 1,30 1192,10 2206,70 1,85
Baixa Controle 868,50 1247,80 1,44 1151,10 2157,50 1,87
Baixa Controle 922,70 1196,30 1,30 1147,20 2170,60 1,89
Baixa Enzima 918,50 1192,10 1,30 1149,40 2147,30 1,87
Baixa Enzima 903,70 1294,10 1,43 1127,40 2164,20 1,92
Baixa Enzima 924,30 122450 1,32 1139,90 2165,40 1,90
Baixa Enzima 937,80 1254,80 1,34 114150 2115,40 1,85
Baixa Enzima 923,10 124450 1,35 1100,30 2088,80 1,90
Baixa  Probidtico 928,30 1249,40 1,35 1176,10 2195,80 1,87
Baixa  Probiético 868,00 1269,50 1,46 1116,70 2109,50 1,89
Baixa  Probiético 935,60 1207,00 1,29 1132,00 2183,30 1,93
Baixa  Probiético 932,00 1219,30 1,31 1120,40 214150 1,91
Baixa Probiético 923,90 1264,60 1,37 1132,20 2172,50 1,92
Baixa Enz+Prob 920,40 1263,50 1,37 1154,70 2148,80 1,86
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Continuacdo — Observagdo experimentais — Capitulo Il —
Desempenho Zootécnico
Tratamento 1-21 dias 32-35 dias
Nivel de Ganho Consumo Conversdo Ganho Consumo
Energia Aditivo Peso (g) Racdo(g) Alimentar Peso(g) Racdo(g) CA
Baixa Enz+Prob 925,80 1202,50 1,30 1116,30 2081,50 1,86
Baixa Enz+Prob 922,10 1225,20 1,33 1107,90 2133,70 1,93
Baixa Enz+Prob 925,80 1202,50 1,30 1116,30 2081,50 1,86
Baixa Enz+Prob 922,10 1225,20 1,33 1107,90 2133,70 1,93




1. Morfometria intestinal — Peso Relativo (g) aos 14 dias
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Nivel de Peso Vivo Intestino

Energia Aditivo das aves Moela Anterior ileo Ceco
Padrdao Controle 500,50 15,88 30,51 13,91 1,78
Padrdao Controle 499,17 14,98 29,86 12,28 2,07
Padrdao Controle 500,83 16,09 29,29 12,60 2,20
Padrdao Controle 498,67 16,13 28,91 13,58 2,08
Padrdao Enzima 498,33 15,86 28,88 12,79 2,01
Padrdo Enzima 499,33 14,87 29,88 13,44 2,33
Padrdao Enzima 500,00 16,02 30,50 12,20 2,10
Padrao Enzima 500,17 15,90 30,40 12,70 2,16
Padrdao Enzima 498,83 14,99 28,11 13,80 1,92
Padrdo Probidtico 499,33 15,92 30,29 13,09 1,88
Padrdo Probidtico 499,67 14,94 30,40 13,10 2,30
Padrdao Probidtico 498,00 15,37 30,30 12,21 1,84
Padrdao Probidtico 500,33 15,94 29,08 13,05 2,31
Padrao Probi6tico 500,67 15,99 29,60 12,95 1,90
Padrdo Enz+Prob 502,50 16,02 28,60 13,68 2,16
Padrdao Enz+Prob 499,17 16,03 30,29 13,22 2,08
Padrdo Enz+Prob 501,33 15,08 28,60 12,17 2,15
Padrdao Enz+Prob 497,00 16,22 30,87 13,18 2,29
Padrdo Enz+Prob 503,90 16,13 30,03 12,50 1,89
Baixa Controle 496,67 17,05 31,07 12,08 2,70
Baixa Controle 500,00 17,86 31,60 13,16 2,70
Baixa Controle 497,50 16,10 27,46 13,47 2,31
Baixa Controle 503,17 17,07 29,93 13,12 2,31
Baixa Controle 500,17 17,21 28,71 13,70 2,30
Baixa Enzima 499,17 17,07 29,19 12,42 2,30
Baixa Enzima 501,82 16,36 31,90 12,32 2,09
Baixa Enzima 500,00 16,08 30,50 12,70 1,90
Baixa Enzima 500,17 16,09 27,21 14,00 1,96
Baixa Enzima 495,83 17,95 29,06 13,19 2,10
Baixa Probidtico 500,50 17,08 30,61 12,39 2,28
Baixa Probidtico 496,33 16,00 30,22 13,08 2,78
Baixa Probidtico 499,50 16,62 31,09 13,41 2,52
Baixa Probiético 500,33 17,07 28,80 13,11 2,30
Baixa Probidtico 499,17 17,43 27,49 13,40 2,70
Baixa Enz+Prob 500,00 16,80 28,70 13,50 2,00
Baixa Enz+Prob 500,83 16,17 29,51 12,40 1,96
Baixa Enz+Prob 500,00 17,84 31,10 12,80 2,36
Baixa Enz+Prob 496,67 16,11 30,26 12,28 1,97
Baixa Enz+Prob 499,83 17,03 28,89 13,80 2,04




2. Morfometria intestinal — Peso Relativo (g) aos 35 dias
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Niveis de Peso Vivo Intestino )

Energia Aditivo das aves  Moela Anterior lleo Ceco
Padrdo Controle 2325,00 6,58 10,98 5,76 1,35
Padrao Controle 2295,00 6,75 11,50 6,05 1,24
Padrdo Controle 2313,33 6,48 10,37 6,16 1,32
Padréo Controle 2315,00 6,48 11,15 6,68 1,36
Padrdo Controle 2288,17 6,58 11,76 6,38 1,29
Padrao Enzima 2314,00 6,65 10,75 5,87 1,36
Padrdo Enzima 2198,50 6,75 11,74 6,80 1,25
Padréo Enzima 2342,50 6,62 11,75 5,98 1,34
Padrao Enzima 2312,00 6,85 11,11 6,57 1,41
Padréo Enzima 2337,40 6,55 11,49 6,01 1,22
Padrao Probiético 2291,00 6,65 11,09 6,05 1,20
Padrao Probioético 2312,50 6,32 11,71 6,18 1,36
Padrao Probiético 2252,00 6,95 11,18 6,96 1,35
Padrao Probiético 2304,00 6,94 11,02 6,18 1,32
Padrao Probiético 2345,70 6,39 11,53 5,93 1,27
Padréo Enz+Prob 2312,50 6,49 10,85 5,97 1,31
Padrao Enz+Prob 2312,50 6,30 11,25 6,05 1,33
Padréo Enz+Prob 2289,00 6,85 11,49 6,89 1,29
Padrao Enz+Prob 2289,00 6,60 10,98 6,25 1,39
Padréo Enz+Prob 2313,00 6,57 11,90 6,10 1,33
Baixa Controle 2289,00 6,95 11,45 6,04 1,42
Baixa Controle 2280,00 6,51 11,76 5,74 1,34
Baixa Controle 2317,50 6,50 11,76 6,88 1,40
Baixa Controle 2330,00 6,60 10,67 6,07 1,35
Baixa Controle 2290,00 6,90 11,11 6,64 1,38
Baixa Enzima 2325,00 6,90 11,81 6,82 1,44
Baixa Enzima 2275,00 6,64 11,35 6,22 1,34
Baixa Enzima 2312,00 6,59 11,35 5,79 1,41
Baixa Enzima 2308,00 6,51 11,23 6,07 1,36
Baixa Enzima 2292,50 6,95 10,56 6,22 1,37
Baixa Probidtico 2295,00 6,60 10,65 6,25 1,42
Baixa Probiético 2387,50 6,66 11,19 6,59 1,45
Baixa Probidtico 1996,67 6,91 10,54 6,20 1,28
Baixa Probioético 2392,50 6,52 11,11 5,56 1,36
Baixa Probidtico 2445,00 6,50 11,80 6,23 1,45
Baixa Enz+Prob 2330,00 6,90 11,86 5,77 1,39
Baixa Enz+Prob 2305,00 6,90 11,53 6,76 1,32
Baixa Enz+Prob 2291,00 6,80 11,27 6,05 1,37
Baixa Enz+Prob 2300,00 6,51 10,48 6,06 1,37
Baixa Enz+Prob 2278,50 6,70 11,31 6,63 1,34




Nivel de Peso Vivo das  Intestino )

Energia Aditivo aves (g) Anteriror lleo Ceco
Padréo Controle 500,50 156,96 101,58 21,08
Padrao Controle 496,67 160,19 113,72 18,79
Padrao Controle 499,17 161,45 110,94 18,13
Padrao Controle 500,83 150,47 107,76 18,61
Padréo Controle 498,67 159,56 114,99 18,89
Padrao Enzima 498,33 160,70 102,96 20,35
Padrao Enzima 499,33 151,90 106,82 18,42
Padrao Enzima 500,00 157,06 108,90 18,56
Padréo Enzima 500,17 153,65 114,88 18,69
Padrao Enzima 498,83 157,25 111,06 18,64
Padrao Pro biético 499,33 161,54 102,82 18,58
Padrao Pro biético 499,67 156,20 111,81 18,51
Padrao Pro biético 498,00 158,90 115,34 20,48
Padrao Pro biético 500,33 151,58 108,29 18,59
Padrao Pro biético 500,67 158,79 112,85 18,87
Padrao Enz+Prob 502,50 164,06 106,69 20,42
Padréo Enz+Prob 499,17 158,34 115,85 18,79
Padrao Enz+Prob 501,33 157,54 109,53 18,45
Padrao Enz+Prob 497,00 148,85 106,86 18,91
Padrao Enz+Prob 503,90 150,66 109,98 18,75
Baixa Controle 496,67 160,17 117,10 21,20
Baixa Controle 500,00 147,40 107,90 20,10
Baixa Controle 497,50 157,91 117,37 19,70
Baixa Controle 503,17 157,76 108,75 21,66
Baixa Controle 500,17 160,49 103,88 21,89
Baixa Enzima 499,17 161,95 115,95 18,43
Baixa Enzima 501,82 156,93 116,18 20,17
Baixa Enzima 500,00 150,80 101,24 19,86
Baixa Enzima 500,17 146,19 108,88 18,19
Baixa Enzima 495,83 161,45 105,18 18,55
Baixa Pro biético 500,50 158,78 109,27 21,98
Baixa Pro biético 496,33 153,12 116,15 20,79
Baixa Pro biético 499,50 163,36 101,44 21,50
Baixa Pro biético 500,33 149,58 106,99 19,99
Baixa Pro bigtico 499,17 162,35 116,45 21,40
Baixa Enz+Prob 500,00 161,20 116,00 18,80
Baixa Enz+Prob 500,83 155,66 116,25 19,07
Baixa Enz+Prob 500,00 151,80 103,34 20,60
Baixa Enz+Prob 496,67 154,03 105,02 18,89
Baixa Enz+Prob 499,83 156,91 107,92 18,61
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3.Mormofemetria Intestinal — Comprimento Relativo (cm) aos 14 dias



4.Intestinal — Comprimento Relativo (cm) aos 35 dias

161

Peso Vivo

Nivel de das aves Intestino

Energia Aditivo (9) Moela Anterior Ileo  Ceco
Padrdao Controle 2325,00 42,74 34,21 581 42,74
Padrdao  Controle 2295,00 39,15 33,79 5,27 39,15
Padrdo Controle 2313,33 39,57 33,78 5,84 39,57
Padrdao  Controle 2315,00 41,57 34,57 6,18 41,57
Padrdo Controle 2288,17 39,18 33,02 5,86 39,18
Padrdo Enzima 2314,00 39,22 34,59 575 39,22
Padrao Enzima 2198,50 39,75 34,29 559 39,75
Padrao Enzima 2342,50 38,92 34,55 584 38,92
Padrdao Enzima 2312,00 41,00 34,75 5,96 41,00
Padrdao Enzima 2337,40 38,53 33,74 5,65 38,53
Padrdo Probiético 2291,00 38,48 34,43 5,46 38,48
Padrdao Probidtico 2312,50 39,52 34,64 6,01 39,52
Padrdo Probidtico 2252,00 39,45 33,62 5,60 39,45
Padrdao Probidtico 2304,00 40,95 34,45 6,03 40,95
Padrdo Probidtico 2345,70 40,76 33,91 5,88 40,76
Padrdo Enz+Prob 2312,50 40,61 33,77 589 40,61
Padrdo Enz+Prob 2312,50 39,17 34,47 5,83 39,17
Padrdo Enz+Prob 2289,00 38,29 33,27 5,64 38,29
Padrdo Enz+Prob 2289,00 38,75 32,87 5,37 38,75
Padrdo Enz+Prob 2313,00 38,68 34,94 571 38,68
Baixa Controle 2289,00 39,41 34,42 581 39,41
Baixa Controle 2280,00 41,30 33,36 6,01 41,30
Baixa Controle 2317,50 42,84 34,66 6,21 42,84
Baixa Controle 2330,00 42,19 34,94 6,05 42,19
Baixa Controle 2290,00 38,84 34,52 6,16 38,84
Baixa Enzima 2325,00 38,84 34,65 6,11 38,84
Baixa Enzima 2275,00 42,50 33,23 571 42,50
Baixa Enzima 2312,00 40,44 34,19 599 40,44
Baixa Enzima 2308,00 38,28 33,87 5,87 38,28
Baixa Enzima 2292,50 38,86 33,84 5,74 38,86
Baixa Probi6tico 2295,00 38,54 32,83 5,97 38,54
Baixa Probi6tico 2387,50 41,19 33,81 590 41,19
Baixa Probi6tico 1996,67 41,87 37,30 6,46 41,87
Baixa Probiético 2392,50 40,90 33,71 5,64 40,90
Baixa Probi6tico  2445,00 40,97 32,93 6,53 40,97
Baixa Enz+Prob  2330,00 40,85 34,70 6,03 40,85
Baixa Enz+Prob  2305,00 40,43 34,20 6,01 40,43
Baixa Enz+Prob  2291,00 38,85 32,77 5,86 38,85
Baixa Enz+Prob  2300,00 40,35 34,73 5,85 40,35
Baixa Enz+Prob  2278,50 38,13 33,43 5,79 38,13
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3. pH do conteddo do trato gastrointestinal

Nivel  Aditivo pH 14 dias pH 35 dias
de
Energia Moela ileo Ceco Moela ileo Ceco

Padrdao Controle 3,78 6,75 6,15 3,85 7,11 6,30
Padrdao Controle 3,75 6,78 6,15 3,79 7,00 6,22
Padrdao Controle 3,68 6,76 6,16 3,82 6,98 6,33
Padrdao Controle 3,78 6,87 5,97 3,73 7,08 6,14
Padrdao Controle 3,73 6,85 5,98 3,70 6,97 6,34
Padrdao Enzima 3,76 6,80 6,16 3,78 7,12 6,33
Padrao Enzima 3,75 6,78 6,18 3,81 7,10 6,34
Padrdao Enzima 3,69 6,87 6,00 3,86 6,96 6,17
Padrdao Enzima 3,77 6,76 6,00 3,78 6,96 6,17
Padrao Enzima 3,78 6,77 5,98 3,81 7,00 6,24
Padrdao Probidético 3,66 6,87 6,20 3,85 7,10 6,17
Padrdao Probidético 3,67 6,78 5,98 3,79 6,94 6,15
Padrdo Probidtico 3,75 6,73 6,16 3,75 7,06 6,33
Padrdao Probiético 3,77 6,75 6,15 3,86 6,97 6,12
Padrdao Probiético 3,78 6,80 6,07 3,85 7,00 6,24
Padrao Enz+Prob 3,88 6,78 6,20 3,85 7,11 6,24
Padrao Enz+Prob 3,70 6,85 6,15 3,79 7,08 6,32
Padrdo Enz+Prob 3,74 6,86 6,16 3,78 7,05 6,33
Padrdo Enz+Prob 3,70 6,80 6,00 3,83 6,98 6,12
Padrdao Enz+Prob 3,75 6,85 5,98 3,70 6,97 6,10
Baixa Controle 3,33 6,80 5,78 3,89 7,10 6,16
Baixa Controle 3,30 6,77 5,95 3,76 7,05 6,33
Baixa Controle 3,28 6,76 5,96 3,74 6,98 6,34
Baixa Controle 3,13 6,88 5,75 3,79 7,08 6,25
Baixa Controle 3,25 6,79 5,75 3,71 7,10 6,33
Baixa Enzima 3,31 6,86 5,90 3,87 7,05 6,27
Baixa Enzima 3,19 6,78 5,95 3,85 7,00 6,22
Baixa Enzima 3,32 6,75 5,95 3,78 7,10 6,32
Baixa Enzima 3,32 6,87 5,75 3,78 6,90 6,12
Baixa Enzima 3,33 6,88 5,95 3,79 7,05 6,32
Baixa Probidtico 3,27 6,75 5,80 3,83 6,95 6,17
Baixa Probi6tico 3,32 6,78 5,90 3,78 7,05 6,27
Baixa Probidtico 3,30 6,83 5,79 3,86 6,94 6,16
Baixa Probidtico 3,28 6,75 5,90 3,84 7,05 6,10
Baixa Probiético 3,33 6,85 5,95 3,90 7,00 6,32
Baixa Enz+Prob 3,33 6,78 5,97 3,79 7,12 6,34
Baixa Enz+Prob 3,16 6,85 5,95 3,82 7,10 6,32
Baixa Enz+Prob 3,32 6,75 5,77 3,78 6,92 6,14
Baixa Enz+Prob 3,29 6,86 5,90 3,85 6,95 6,17
Baixa Enz+Prob 3,30 6,85 5,95 3,70 7,10 6,32




APENDICE C — Observacées experimentais — Capitulo [V
1. Metabolizabilidade de parametros de dietas de frango (11-14 e 32-

35 dias)

Nivel de  Aditivo Metaboliz. Metaboliz. Metaboliz. EMA MS
Energia MS% EB% PB% Kcal
Padrao  Controle 73,57 76,2 67,03 3227
Padrdo  Controle 74,42 78,01 66,91 3304
Padrao  Controle 73,73 76,94 67,1 3258
Padrdo Controle 74,13 77,42 66,83 3279
Padrdo Controle 74,47 77,37 67,42 3276
Padrdo Enzima 74,73 77,48 68,34 3281
Padrao Enzima 73,31 76,15 66,93 3225
Padrao Enzima 73,57 77,09 66,18 3265
Padrao Enzima 74,34 77,07 67,25 3264
Padrao Enzima 74,24 77,51 67,07 3282
Padrdo  Probidtico 74,72 77,55 67,61 3284
Padrao Probiético 72,99 76,32 66,47 3232
Padrao Probiético 74,43 77,6 67,45 3286
Padrao Probiético 73,87 76,74 67,73 3249
Padrao Probiético 74,01 77,26 67,05 3272
Padréo Enz+Prob 73,82 76,7 66,54 3248
Padréo Enz+Prob 73,56 76,52 66,54 3240
Padrao Enz+Prob 74,81 77,89 68,03 3299
Padrao Enz+Prob 74,34 77,77 67,43 3293
Padrao Enz+Prob 73,57 76,2 67,03 3227
Baixa Controle 69,29 72,01 64 3000
Baixa Controle 70,35 72,91 64,23 3037
Baixa Controle 69,25 72,48 64,32 3020
Baixa Controle 70,22 73,26 65,16 3052
Baixa Controle 69,81 72,37 64,85 3015
Baixa Enzima 70,78 73,74 65,97 3071
Baixa Enzima 72,31 75,63 67,47 3149
Baixa Enzima 71,91 74,42 66,62 3099
Baixa Enzima 70,53 73,5 64,86 3061
Baixa Enzima 71,6 74,26 66,77 3093
Baixa Probidtico 68,88 70,92 63,43 2955
Baixa Probidtico 69,75 71,93 64,35 2996
Baixa Probidtico 69,99 72,75 63,22 3030
Baixa Probiético 70,63 73,43 65,1 3058
Baixa Probiético 69,52 72,48 63,86 3019
Baixa Enz+Prob 72,2 74,97 67,32 3122
Baixa Enz+Prob 72,59 75,07 67,07 3126
Baixa Enz+Prob 71,57 74,24 66,97 3092
Baixa Enz+Prob 71,25 74,07 65,87 3085
Baixa Enz+Prob 70,47 74,2 65,36 3091
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2. Metabolizabilidade de parametros de dietas de frangos (32-35

dias)
Nivel Aditivo
de Metaboliz. Metaboliz. Metaboliz. EMA MS
Energia
Padrdao Controle 76,19 80,21 71,79 3541
Padrdao Controle 77,3 81,12 73,52 3583
Padrdo Controle 77,21 81,16 72,66 3585
Padrdao Controle 75,95 79,97 72,20 3530
Padrdao Controle 77,17 80,99 73,57 3577
Padrdo Enzima 77,31 80,65 72,15 3562
Padrdo Enzima 77,24 80,28 72,82 3546
Padrdo Enzima 77,19 80,3 73,20 3546
Padrdo Enzima 77,27 80,69 73,73 3563
Padrdao Enzima 76,14 79,4 71,60 3505
Padrdo Probidtico 77,52 81,02 74,44 3579
Padrdo Probidtico 76,07 79,78 68,92 3522
Padrdo Probidtico 77,36 80,24 73,05 3544
Padrdo Probidtico 76,99 80,31 72,94 3546
Padrdo Probidtico 76,05 79,71 73,16 3518
Padrdao Enz+Prob 77,04 80,81 73,86 3569
Padrdao Enz+Prob 76,24 79,35 71,73 3502
Padrdo Enz+Prob 76 79,61 70,33 3514
Padrdao Enz+Prob 77,32 81,06 72,97 3580
Padrdao Enz+Prob 77,36 80,27 72,87 3545
Baixa Controle 72 75,45 67,66 3317
Baixa Controle 73,18 76,56 68,99 3372
Baixa Controle 72,35 75,69 68,43 3328
Baixa Controle 72,94 75,33 68,81 3313
Baixa Controle 74,19 77,39 70,61 3406
Baixa Enzima 73,18 76,47 70,15 3369
Baixa Enzima 72,35 75,6 68,23 3328
Baixa Enzima 73,35 76,32 71,65 3362
Baixa Enzima 73,74 77,13 71,87 3390
Baixa Enzima 72,72 75,87 69,38 3337
Baixa Probidtico 73,36 76,18 68,80 3351
Baixa Probidtico 72,82 76,18 68,29 3346
Baixa Probidtico 72,43 75,41 69,04 3316
Baixa Probidtico 72,93 76,25 69,06 3354
Baixa Probidtico 73,21 76,24 68,88 3354
Baixa Enz+Prob 72,96 75,43 68,93 3322
Baixa Enz+Prob 72,58 76,29 70,64 3355
Baixa Enz+Prob 73,16 76,26 70,33 3355
Baixa Enz+Prob 72,84 76,1 70,64 3347
Baixa Enz+Prob 73,68 77,29 71,09 3411
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3.Digestibilidade de parametros de dietas de frangos aos 35 dias

Nivel Aditivo

de Digestibilidade Digestibilidade

Energia MS% PB% EMA MS kcal
Padrdao Controle 73,77 3360 69,82
Padrdao Controle 74,33 3440 71,32
Padrdao Controle 74,54 3442 71,3
Padrdao Controle 74,86 3435 72,2
Padrdo Enzima 74,46 3472 71,59
Padrdo Enzima 73,91 3413 70,12
Padrdo Enzima 74,29 3478 71,59
Padrdo Enzima 74,71 3442 71,54
Padrdo Enzima 73,63 3404 70,99
Padrdo Probidtico 74,36 3427 72,16
Padrdo Probidtico 74,48 3431 70,71
Padrdo Probidtico 74,15 3394 71,95
Padrdo Probidtico 73,79 3468 70,59
Padrdo Probidtico 74,15 3440 70,43
Padrdo Enz+Prob 74,68 3424 71,6
Padrdao Enz+Prob 74,45 3434 71,7
Padrdao Enz+Prob 74,74 3455 71,71
Padrdo Enz+Prob 73,81 3370 71,15
Padrdao Enz+Prob 74,44 3461 70,55
Baixa Controle 74,52 3434 72,05
Baixa Controle 73,37 3270 70,77
Baixa Controle 73,67 3320 69,72
Baixa Controle 73,52 3312 69,71
Baixa Controle 74,47 3346 70,02
Baixa Enzima 73,56 3312 70,65
Baixa Enzima 73,55 3301 70,17
Baixa Enzima 74,81 3335 70,63
Baixa Enzima 73,12 3304 68,93
Baixa Enzima 74,02 3354 71,31
Baixa Probio6tico 73,53 3298 69,08
Baixa Probidtico 73,89 3357 70,84
Baixa Probio6tico 73,3 3299 69,89
Baixa Probio6tico 73,52 3296 69,33
Baixa Probidtico 74,53 3332 70,92
Baixa Enz+Prob 73,93 3312 69,84
Baixa Enz+Prob 73,51 3300 69,49
Baixa Enz+Prob 74,67 3329 71,46
Baixa Enz+Prob 73,27 3307 68,87
Baixa Enz+Prob 73,57 3285 70,96
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3. Producéo de residuos (g) de frango dos 11 aos14 dias

Nivel de  Aditivo Coeficiente
Energia Producdo Producdo Excrecdo Residuo Excrecéo
Dejeto MN dejeto MS de H20  (g/q) N2

Padrdo Controle 183,18 49,5 133,68 0,32 0,8318
Padréo Controle 180,07 48,77 131,3 0,32 0,7845
Padréo Controle 174,06 47,54 126,52 0,32 0,7880
Padrao Controle 177,32 47,94 129,37 0,32 0,7838
Padréo Controle 178,55 48,17 130,37 0,32 0,8000
Padrdo Enzima 171,73 46,3 125,44 0,3 0,7767
Padrao Enzima 175,14 47,17 127,97 0,31 0,7617
Padrao Enzima 181,44 49,45 131,99 0,33 0,7796
Padrao Enzima 178,44 49,35 129,09 0,32 0,8015
Padréo Enzima 172,47 47,03 125,45 0,31 0,7840
Padréo Probiotico 178 48,08 129,92 0,31 0,7918
Padréo Probiotico 172,14 47,03 125,11 0,31 0,7688
Padréo Probiotico 182,85 49,43 133,43 0,32 0,8005
Padrao Probiético 175,42 47,42 128 0,31 0,7789
Padrao Probiético 178,9 48,43 130,46 0,33 0,7707
Padrao Enz+Prob 177,38 48,01 129,36 0,32 0,7793
Padréo Enz+Prob 179,83 48,55 131,28 0,33 0,7989
Padréo Enz+Prob 180,01 49,31 130,7 0,33 0,7897
Padréo Enz+Prob 171,62 46,23 125,39 0,3 0,7660
Padréo Enz+Prob 175,97 47,64 128,33 0,32 0,7728
Baixa Controle 225,13 57,25 167,88 0,38 0,8851
Baixa Controle 222,03 56,64 165,39 0,38 0,9014
Baixa Controle 226,67 58,16 168,51 0,39 0,8903
Baixa Controle 220,43 56,86 163,57 0,37 0,8776
Baixa Controle 227,03 57,69 169,34 0,39 0,8861
Baixa Enzima 221,15 53,92 167,22 0,35 0,8095
Baixa Enzima 216,21 52 164,21 0,35 0,7873
Baixa Enzima 217,25 53 164,25 0,36 0,8115
Baixa Enzima 214,89 54,83 160,05 0,37 0,8428
Baixa Enzima 220,74 53,5 167,24 0,35 0,8069
Baixa Probiético 226,27 58,62 167,65 0,39 0,9104
Baixa Probiético 224,01 57,6 166,41 0,39 0,8971
Baixa Probiético 217,92 56,15 161,77 0,37 0,9095
Baixa Probidtico 218,03 55,67 162,37 0,37 0,8740
Baixa Probiotico 223,16 58,32 164,85 0,39 0,9138
Baixa Enz+Prob 221,67 52,42 169,25 0,35 0,8026
Baixa Enz+Prob 219,39 51,8 167,59 0,34 0,8106
Baixa Enz+Prob 221,43 53,03 168,39 0,36 0,8023
Baixa Enz+Prob 214,17 53,5 160,66 0,36 0,8271

Baixa Enz+Prob 225,95 55,84 170,11 0,37 0,8533




5. Producéo de residuos (g) de frango dos 32 aos 35 dias

167

Nivel Aditivo Coefic

de Producdo Producdo Excrecdo Residuo Excrecéo
Energia Dejeto MN dejeto MS de H20  (g/g) N,
Padrao Controle 414,63 104,91 309,71 0,42 1,434
Padrao Controle 405,51 100,97 304,54 0,4 1,358
Padrao Controle 406,3 101,35 304,95 0,41 1,403
Padrao Controle 4225 104,01 318,49 0,42 1,386
Padrao Controle 401,75 102,81 309,42 0,4 1,338
Padrao Enzima 406,25 99,43 306,82 0,39 1,376
Padrao Enzima 407,5 100,8 306,7 0,41 1,355
Padrdo Enzima 413 100,24 312,76 0,4 1,326
Padrdo Enzima 411,31 99,97 311,34 0,4 1,299
Padrdo Enzima 405,99 100,65 309,41 0,42 1,411
Padrdo Probidtico 396,17 98,74 297,42 0,4 1,293
Padrdo Probi6tico 414,9 105,67 309,23 0,42 1,589
Padrdo Probiético 419,75 99,41 320,34 0,39 1,365
Padrdo Probiético 414,75 101,42 313,33 0,4 1,376
Padrdo Probiético  423,1 101,09 309,95 0,43 1,370
Padrdao Enz+Prob 406,75 101,39 305,36 0,4 1,336
Padrdao Enz+Prob 407,45 104,39 303,06 0,42 1,440
Padrdao Enz+Prob 408,1 105,51 302,59 0,42 1,514
Padrdao Enz+Prob 419,38 100,55 318,82 0,4 1,389
Padrdao Enz+Prob 405,46 99,82 305,64 0,4 1,388
Baixa Controle 518,13 127,54 390,59 0,5 1,695
Baixa Controle 520 121,73 398,27 0,48 1,626
Baixa Controle 529,32 126,52 402,81 0,5 1,661
Baixa Controle 512,5 124,06 388,44 0,49 1,646
Baixa Controle 492,13 117,83 374,29 0,46 1,543
Baixa Enzima 526,86 121,68 405,18 0,48 1,595
Baixa Enzima 490,38 125,59 364,78 0,49 1,700
Baixa Enzima 512,88 121,66 391,21 0,48 1,520
Baixa Enzima 521,3 120,41 400,89 0,47 1,503
Baixa Enzima 525,66 124,25 401,41 0,49 1,635
Baixa Probiético 514,31 121,52 392,79 0,48 1,639
Baixa Probiético 530,87 124,58 406,29 0,49 1,667
Baixa Probiético 515 125,28 389,72 0,49 1,618
Baixa Probioético 515,91 123,73 392,18 0,49 1,627
Baixa Probioético 520,62 122,1 398,52 0,48 1,634
Baixa Enz+Prob 515,29 122,95 392,34 0,48 1,658
Baixa Enz+Prob 511,25 124,81 386,44 0,5 1,558
Baixa Enz+Prob 523 123,25 399,75 0,48 1,590
Baixa Enz+Prob 523,94 123,43 400,5 0,49 1,556
Baixa Enz+Prob 495,08 119,37 375,71 0,47 1,546
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APENDICE D — Protocolos experimentais — Capitulo V

Protocolos de extracado do DNA
Kit Quiagen
1.Pesar 200 mg de amostra e adicionar o tampao de lise (1,4 mL) e fazer vortex
por 1’ para homogeneizar
2. Incubar a amostra por 95 °C
3. Fazer vortex por 15” e centrifugar por 2’
4. Pipetar 1,2 mL do sobrenadante e descartar o pelete
5. Adicionar a pastilha inibidora a amostra e fazer vortex por 1°. Incubar a
suspensao por 1’ a temperatura ambiente
6. Centrifugar a amostra por 3’
7. Pipete o sobrenadante em um novo eppendorf de 1,5 mL e descartar o
pelete. Centrifugar por mais 3’
8. Pipetar 15 pL de proteinase k dentro de um novo eppendorf de 1,5 mL
9. Pipetar 200 uL do sobrenadante do passo 7 e colocar dentro do eppendorf
com proteinase k
10. Adicionar 200 uL do tampao AL e proceder ao vortex por 15”
11. Incubar a 95 °C por 10’
12. Adicionar 200 pL de etanol (96-100%) e homogeneizar por vortex
13. Transferir o contetudo do item 12 dentro da coluna Spin QIAamp e
centrifugar por 2’
14. Adicionar 500 uL do tampao AW1 e centrifugar por 2’
15. Transferir a coluna para um novo eppendorf e e descartar o filtrado
16. Adicionar 500 uL do tampao AW2, centrifugar por 3’ e descartar o filtrado
17. Transferir a coluna para um novo eppendorf e centrifugar por 2’
18. Transferir a coluna para um novo eppendorf e adicionar 200 pL do tampao
AE dentro da coluna. Incubar por 1’ a temperatura ambiente e centrifugar por 2’
para eluir o DNA



APENDICE D — Anélises Estatistica — Capitulo |

1. Escore de lesdo — Andlise ndo paramétrica

Rank
Dieta N Mean Rank
21dias E. maxima Controle 5 13,50"
Probidtico 5 14,75
Oleo essencial 5 15,75
Antibiético 5 12,25
Total | 25 |
Test statistics”*
E. Maxima 21dias
Chi-square 5,278
df 3
Asymp. Sig .153
Monte Carlo Sig. .149

Sig.  99% Confidence Interval ~ Lower Bound .140
Upper Bound .158

a)Basead on 10000 sampled tables b) Kruskal Wallis Test, c) Grouping Variable: Diet

Rank
Dieta N Mean Rank
28dias E. maxima Controle 5 9,0
] Probi6tico 5 9,0
Oleo essencial 5 11,5
Antibiético 5 7,75
Total | 25 |
Test statistics”©
E. Maxima 28 dias
Chi-square 9.704
df 3
Asymp. Sig .046
Monte Carlo Sig. .036°

Sig.  99% Confidence Interval  Lower Bound .031
Upper Bound .040

a)Basead on 10000 sampled tables b) Kruskal Wallis Test, c) Grouping Variable: Dieta

Rank
Dieta N Mean Rank
21dias E.acervulina Controle 5 11,25
] Probi6tico 5 11,25
Oleo essencial 5 11,0
Antibiético 5 10,25
Total | 25 |
Test statistics”®
E.acervulina 21dias
Chi-square 2.787
df 3
Asymp. Sig 426
Monte Carlo Sig. 672

Sig.  99% Confidence Interval  Lower Bound .660

Upper Bound .684

a)Basead on 10000 sampled tables b) Kruskal Wallis Test, c) Grouping Variable: Dieta
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Rank
Dieta N Mean Rank
28dias E. acervulina Controle 5 9,0
) Probidtico 5 9,0
Oleo essencial 5 8,0
Antibiético 5 8,0
Total | 25

Test statistics”®

E.acervulina 28dias

Chi-square
DF
Asymp. Sig

Monte Carlo Sig.
Sig.  99% Confidence Interval

Lower Bound
Upper Bound

2111
3
.550

1.000?

1.000
1.000

a)Basead on 10000 sampled tables b) Kruskal Wallis Test, c) Grouping Variable: Dieta
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2. Morfometria Intestinal do ileo aos 21 e 28 dias para o
Comprimento de vilo (CV), largura de vilo (LV), Altura de cripta (AC), nimero de

vilo (NV) e relacao vilo:cripta

Test of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
CV_ileo21dias 1,118 3 16 371
LV_ileo21dias ,294 3 16 ,829
AC_ileo21dias 1,905 3 16 ,169
NV_ileo21dias ,106 3 16 ,955
VC _ileo2ldias 514 3 16 ,678
ANOVA
Sum of Squares df | Mean Square F Sig.
CV_ileo 21dias  Between Groups 26084,371 3 8694,790 1,005 416
Within Groups 138487,456 16 8655,466
Total 164571,827 19
LV_ ileo 21dias Between Groups 4095,368 3 1365,123 74 ,526
Within Groups 28235,762 16 1764,735
Total 32331,130 19
AC_ileo 21dias  Between Groups 2254,996 3 751,665 3,587 ,037
Within Groups 3352,683 16 209,543
Total 5607,679 19
NV_ileo 21dias  Between Groups 22,871 3 7,624 1,638 ,220
Within Groups 74,448 | 16 4,653
Total 97,319 19
VC_ileo 21dias  Between Groups 5,557 3 1,852 8,667 ,001
Within Groups 3,419 16 ,214
Total 8,976 19




Test of Homo

eneity of Variances
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Levene
Statistic dfl df2 Sig.
CV_ileo
28dias ,231 3 16 ,873
LV_ileo
>8dias 1,566 3 16 ,237
AC_ileo
28dias 1,971 3 16 ,159
NV_ ileo
28dias 1,379 3 16 ,285
VC_ ileo
28dias 1,453 3 16 ,265
ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
CV_ileo 28dias  Between Groups 316,184 3 105,395 ,013 ,998
Within Groups 129167,032 16 8072,940
Total 129483,216 19
LV_ileo 28dias  Between Groups 1360,260 3 453,420 ,526 671
Within Groups 13804,367 16 862,773
Total 15164,627 19
AC_ileo 28dias  Between Groups 5505,233 3 1835,078 6,491 ,004
Within Groups 4523,437 16 282,715
Total 10028,670 19
NV_ileo 28dias  Between Groups 1,070 3 ,357 317 ,813
Within Groups 18,021 16 1,126
Total 19,091 19
VC_ileo 28dias  Between Groups 1,287 3 429 4,433 ,019
Within Groups 1,548 16 ,097
Total 2,835 19
3. Desempenho Zootécnico
Test of Homogeneity of Variances-Ganho de Peso (GP)14-21 dias
GP14 21ldias
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,960 3 16 , 161
ANOVA- Ganho de Peso 14-21 dias
GP14 21ldias
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 7686,655 3 2562,218 11,135 ,000
Within Groups 3681,541 16 230,096
Total 11368,195 19




172

Test of Homogeneity of Variances- Consumo de ragéo (CR) 14-21 dias
CR14 2ldias

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

2,690 3 16 ,081

ANOVA- Consumo de ragdo (CR) 14-21 dias

CR14 2ldias
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 8827,843 3 2942,614 8,153 ,002
Within Groups 5774,942 16 360,934
Total 14602,784 19

Test of Homogeneity of Variances-Converséo alimentar (CA) 14-21dias

CAl4 21dias
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,114 3 16 ,372
ANOVA - Converséao alimentar 14-21dias
CAl4 21dias
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,010 3 ,003 75,074 ,000
Within Groups ,001 16 ,000
Total ,011 19

Test of Homogeneity of Variances — Ganho de Peso (GP) 21-28 dias
GP21 28dias

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

1,987 3 16 ,157

ANOVA - Ganho de Peso 21-28 dias

GP21 28dias
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 455,493 3 151,831 1,010 414
Within Groups 2404,231 16 150,264
Total 2859,724 19

Test of Homogeneity of Variances — Consumo de ragdo (CR) 21-28 dias
CR21 28dias

Levene
Statistic dfl df2 Sig.

1,644 3 16 ,219




ANOVA- Consumo de ragéo 21-28 dias

CR21 28dias
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 974,997 3 324,999 1,101 377
Within Groups 4721,426 16 295,089
Total 5696,423 19
Test of Homogeneity of Variances- Conversédo alimentar (CA) 21-28 dias
CA21 28dias
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
1,468 3 16 ,261
ANOVA- Converséo alimentar 21-28 dias
CA21 28dias
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,009 3 ,003 4,799 ,014
Within Groups ,010 16 ,001
Total ,019 19

APENDICE E — Andlises Estatistica — Capitulo II
1. Desempenho Zootécnico de 1 a 21 e de 22 a 35 dias para as
variaveis ganho de peso (GP), Consumo de racdo (CR) e Conversao alimentar

(CA)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: GP_la21dias

F

dfl

df2

Sig.

1,581

7

32

77

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: GP_la21dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 4401,733(a) 7 628,819 ,713 ,662
Intercept 34538271'12 1| 34538271,103 | 39153,801 000
Energia 4060,830 1 4060,830 4,603 ,040
Aditivo 191,749 3 63,916 ,072 974
Energia * Aditivo 149,154 3 49,718 ,056 ,982
Error 28227,775 32 882,118
Total 34570900,6(1) 40
Corrected Total 32629,507 39

a R Squared =,135 (Adjusted R Squared = -,054)
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Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: CR_la2ldias

F

dfl

df2

Sig.

,265

7

32

,963

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CR la2ldias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 5503,434(a) 7 786,205 719 ,657
Intercept 60203762'33 1| 60203762,397 | 55026,291 000
Energia 4725,189 1 4725,189 4,319 ,046
Aditivo 129,338 3 43,113 ,039 ,089
Energia * Aditivo 648,907 3 216,302 ,198 ,897
Error 35010,908 32 1094,091
Total 60244276,73 40
Corrected Total 40514,342 39

a R Squared =,136 (Adjusted R Squared = -,053)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: CA_la2ldias

F

dfl

df2

Sig.

, 770

7

32

,616

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CA_la2ldias

Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,026(a) 7 ,004 1,111 ,380
Intercept 70,066 1 70,066 | 21192,012 ,000
Energia ,024 1 ,024 7,262 ,011
Aditivo ,000 3 ,000 ,045 ,987
Energia * Aditivo ,001 3 ,000 ,126 ,944
Error ,106 32 ,003
Total 70,198 40
Corrected Total ,132 39

a R Squared =,195 (Adjusted R Squared =,020)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: GP_21a35dias

F

dfl

df2

Sig.

2,065

7

32

,077

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: GP_21a35dias

175

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 137,897(a) 7 19,700 ,018 1,000
Intercept 51527774'23 1| 51527774,207 | 48101,562 1000
Energia 49,107 1 49,107 ,046 ,832
Aditivo 24,041 3 8,014 ,007 ,999
Energia * Aditivo 64,750 3 21,583 ,020 ,996
Error 34279,319 32 1071,229
Total 51562191,4§ 40
Corrected Total 34417,216 39

a R Squared =,004 (Adjusted R Squared = -,214)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: CR_21a35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,946

7

32

,094

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: CR_21a35dias

Type Ill Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model | 26216,507(a) 7 3745,215 1,234 ,314
Intercept 179867468,4 179867468,43
39 1 5 | 59248,703 ,000
Energia 23965,431 1 23965,431 7,894 ,008
Aditivo 1494,750 3 498,250 164 ,920
Energia * Aditivo 756,326 3 252,109 ,083 ,969
Error 97145,738 32 3035,804
Total 179990830,6
40
77
Corrected Total 123362,245 39

a R Squared =,213 (Adjusted R Squared = ,040)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: CA 21a35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,270

7

32

,296

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: CA_21a35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,023(a) 7 ,003 4,033 ,003
Intercept 139,689 1 130,689 | 17299952 000
Energia ,022 1 ,022 26,777 ,000
Aditivo ,001 3 ,000 ,399 , 754
Energia * Aditivo ,000 3 6,92E-005 ,086 ,967
Error ,026 32 ,001
Total 139,738 40
Corrected Total ,049 39

a R Squared =,469 (Adjusted R Squared = ,353)

2.Morfometria intestinal — Peso Relativo (g) aos 14e 35 dias

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Peso_Moela_14dias

F dfl di2 Sig.
547 7 32 793

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Peso_Moela_14dias

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 14,484(a) 7 2,069 5,562 ,000
Intercept 10572,903 1 10572,903 | 28419,489 ,000
Energia 13,995 1 13,995 37,618 ,000
Aditivo ,455 3 ,152 ,407 ,749
Energia * Aditivo ,035 3 ,012 ,031 ,992
Error 11,905 32 372
Total 10599,292 40
Corrected Total 26,389 39

a R Squared =,549 (Adjusted R Squared = ,450)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Peso_Intestino Anterior_14dias
F dfl df2 Sig.
1,398 7 32 ,240

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Peso Intestino Anterior _14dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,482(a) 7 ,069 ,046 1,000
Intercept 35214,136 1 35214,136 | 23445,846 ,000
Energia ,001 1 ,001 ,001 977
Aditivo ,107 3 ,036 ,024 ,995
Energia * Aditivo 374 3 ,125 ,083 ,969
Error 48,062 32 1,502
Total 35262,680 40
Corrected Total 48,544 39

a R Squared =,010 (Adjusted R Squared = -,207)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Peso ileo 14dias

F

dfl

df2

Sig.

571

7

32

74

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Peso ileo 14dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,141(a) 7 ,020 ,054 1,000
Intercept 6773,267 1 6773,267 | 18039,915 ,000
Energia ,001 1 ,001 ,001 ,969
Aditivo ,075 3 ,025 ,067 ,977
Energia * Aditivo ,065 3 ,022 ,058 ,081
Error 12,015 32 ,375
Total 6785,422 40
Corrected Total 12,156 39

a R Squared =,012 (Adjusted R Squared = -,205)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Peso ceco esq_14dias

F

dfl

df2

Sig.

,931

7

32

,56

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Peso ceco esq_14dias
Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2,204(a) 7 ,315 4,247 ,002
Intercept 192,809 1 192,809 | 2600,692 ,000
Energia 734 1 , 734 9,906 ,004
Aditivo ,746 3 ,249 3,353 ,031
Energia * Aditivo 724 3 241 3,254 ,034
Error 2,372 32 ,074
Total 197,385 40
Corrected Total 4576 39

a a R Squared = ,544 (Adjusted R Squared = ,444)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Peso_Moela_35 dias

F dfl di2 Sig.
1,615 7 32 167

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Peso_Moela_35 dias

Type Il Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,165(a) 7 ,024 ,644 716
Intercept 1774,224 1 1774,224 | 48549,022 ,000
Energia ,072 1 ,072 1,977 ,169
Aditivo ,027 3 ,009 ,244 ,865
Energia * Aditivo ,066 3 ,022 ,600 ,620
Error 1,169 32 ,037
Total 1775,558 40
Corrected Total 1,334 39

a R Squared =,123 (Adjusted R Squared = -,068)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Peso_IntestinoAnterior_35dias

F dfl df2 Sig.
,148 7 32 ,993

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Peso IntestinoAnterior 35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,382(a) 7 ,055 ,262 ,964
Intercept 5071,279 1 5071,279 | 24361,823 ,000
Energia ,016 1 ,016 ,079 ,781
Aditivo ,101 3 ,034 ,162 ,921
Energia * Aditivo ,265 3 ,088 424 7137
Error 6,661 32 ,208
Total 5078,322 40
Corrected Total 7,043 39

a R Squared =,054 (Adjusted R Squared = -,153)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Peso_ileo _35dias

F

dfl

df2

Sig.

,381

7

32

,907

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Peso _ileo _35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,043(a) 7 ,006 ,039 1,000
Intercept 1555,134 1 1555,134 9783,407 ,000
Energia ,001 1 ,001 ,008 ,928
Aditivo ,008 3 ,003 ,017 ,997
Energia * Aditivo ,034 3 ,011 ,070 ,975
Error 5,087 32 159
Total 1560,264 40
Corrected Total 5,130 39

a R Squared =,008 (Adjusted R Squared = -,208)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Peso _cecoEsqg 35dias

F

dfl

df2

Sig.

2,130

7

32

,069

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Peso cecoEsqg 35dias
Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,046(a) 7 ,007 2,261 ,055
Intercept 72,496 1 72,496 | 25063,289 ,000
Energia ,040 1 ,040 13,940 ,001
Aditivo ,000 3 6,92E-005 ,024 ,995
Energia * Aditivo ,005 3 ,002 ,605 ,617
Error ,093 32 ,003
Total 72,634 40
Corrected Total ,138 39

a R Squared =,331 (Adjusted R Squared =,185)

3.Morfometria intestinal — Comprimento Relativo (cm) aos 14e 35
dias
Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Comp_IntestinoAnterior _14dias
F dfl df2 Sig.
1,096 7 32 ,389

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Comp_IntestinoAnteriro_14dias

Type Ill Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 25,642(a) 7 3,663 142 ,994
Intercept 980782,675 1 980782,675 | 37961,770 ,000
Energia 1,525 1 1,525 ,059 ,810
Aditivo 22,186 3 7,395 ,286 ,835
Energia * Aditivo 1,931 3 644 ,025 ,995
Error 826,754 32 25,836
Total 981635,071 40
Corrected Total 852,396 39

a R Squared =,030 (Adjusted R Squared = -,182)

Levene's Test of Equality o,f Error Variances(a)

Dependent Variable: Comp lleo 14dias

F dfl df2 Sig.
73 7 32 ,614

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects'Effects
Dependent Variable: Comp _lleo 14dias

Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 12,595(a) 7 1,799 ,059 1,000
Intercept 482876,453 1 482876,453 | 15904,206 ,000
Energia 1,455 1 1,455 ,048 ,828
Aditivo 8,114 3 2,705 ,089 ,966
Energia * Aditivo 3,026 3 1,009 ,033 ,992
Error 971,570 32 30,362
Total 483860,618 40
Corrected Total 984,165 39

a R Squared =,013 (Adjusted R Squared = -,203)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Comp_ceco_l4dias

F dfl di2 Sig.
295 7 32 951

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Comp_ceco_l4dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 29,278(a) 7 4,183 5,366 ,000
Intercept 15283,799 1 15283,799 | 19609,447 ,000
Energia 10,889 1 10,889 13,971 ,001
Aditivo 9,717 3 3,239 4,156 ,014
Energia * Aditivo 8,672 3 2,891 3,709 ,021
Error 24,941 32 779
Total 15338,019 40
Corrected Total 54,219 39

a R Squared =,540 (Adjusted R Squared = ,439)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Comp_InterioAnterior _35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,339

7

32

,265

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo




Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Comp_InteriorAnterior 35dias
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Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 13,722(a) 7 1,960 1,093 ,391
Intercept 63989,600 1 63989,600 | 35686,751 ,000
Energia 3,187 1 3,187 1,777 ,192
Aditivo 10,110 3 3,370 1,880 ,153
Energia * Aditivo 425 3 ,142 ,079 971
Error 57,379 32 1,793
Total 64060,701 40
Corrected Total 71,101 39

a R Squared =,193 (Adjusted R Squared = ,016)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: Comp ileo_35dias

F

dfl

df2

Sig.

2,028

7

32

,082

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Comp lleo_35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 1,583(a) 7 226 296 ,951
Intercept 46495,352 1 46495,352 | 60819,678 ,000
Energia ,005 1 ,005 ,006 ,939
Aditivo 437 3 ,146 ,190 ,902
Energia * Aditivo 1,142 3 ,381 ,498 ,686
Error 24,463 32 764
Total 46521,398 40
Corrected Total 26,046 39

a R Squared =,061 (Adjusted R Squared = -,145)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Comp cecoEsqg_35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,909

7

32

,101

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Comp cecoEsq_35dias
Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 717(a) 7 ,102 1,842 113
Intercept 1379,098 1 1379,098 | 24795,000 ,000
Energia ,513 1 ,513 9,224 ,005
Aditivo ,162 3 ,054 ,968 ,420
Energia * Aditivo ,043 3 ,014 ,255 ,857
Error 1,780 32 ,056
Total 1381,595 40
Corrected Total 2,497 39

a R Squared =,287 (Adjusted R Squared =,131)

4.pH do conteddo do trato gastriointestinal aos 14 e 35 dias

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: pH Moela 14dias

F

dfl

df2

Sig.

744

7

32

,637

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: pH Moela 14dias

Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2,128(a) 7 ,304 91,813 ,000
Intercept 493,717 1 493,717 149102’9411 ,000
Energia 2,121 1 2,121 640,424 ,000
Aditivo ,002 3 ,001 ,242 ,866
Energia * Aditivo ,005 3 ,002 514 675
Error ,106 32 ,003
Total 495,951 40
Corrected Total 2,234 39

a R Squared =,953 (Adjusted R Squared = ,942)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: pH fleo 14dias

F

dfl

df2

Sig.

,560

7

32

, 782

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

183
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Tests of Between-Subjepts Effects
Dependent Variable: pH_lleo 14dias

Type lll Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,009(a) 7 ,001 547 792
Intercept 1853,002 1 1853,002 | /037308 000
Energia ,000 1 ,000 174 ,679
Aditivo ,006 3 ,002 ,878 ,463
Energia * Aditivo ,002 3 ,001 ,342 ,795
Error ,078 32 ,002
Total 1853,088 40
Corrected Total ,087 39

a R Squared =,107 (Adjusted R Squared = -,088)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: pH Ceco 14dias

F dfl df2 Sig.
,860 7 32 ,548

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: pH Ceco 14dias

Type Il Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,465(a) 7 ,066 7,884 ,000
Intercept 1432211 1 1432211 169995’33 ,000
Energia ,443 1 ,443 52,594 ,000
Aditivo ,010 3 ,003 ,386 ,763
Energia * Aditivo ,012 3 ,004 ATT ,700
Error ,270 32 ,008
Total 1432,945 40
Corrected Total ,735 39

a R Squared =,633 (Adjusted R Squared = ,553)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: pH Moela_35dias

F dfl df2 Sig.
,508 7 32 ,821

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: pH Moela_35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,018(a) 7 ,003 ,922 ,503
Intercept 578,284 1 578,284 | 2070424 000
Energia ,000 1 ,000 152 ,699
Aditivo ,017 3 ,006 1,995 ,135
Energia * Aditivo ,001 3 ,000 ,106 ,956
Error ,089 32 ,003
Total 578,391 40
Corrected Total ,107 39

a R Squared =,168 (Adjusted R Squared = -,014)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: pH lleo 35dias

F df1 df2 Sig.
1,300 7 32 282

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: pH lleo 35dias

Type Il Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,013(a) 7 ,002 ,378 ,908
Intercept 1975,852 1 1975,852 415968’85 000
Energia 6,25E-005 1 6,25E-005 ,013 ,909
Aditivo ,009 3 ,003 ,624 ,605
Energia * Aditivo ,004 3 ,001 ,255 ,858
Error ,152 32 ,005
Total 1976,017 40
Corrected Total ,165 39

a R Squared =,076 (Adjusted R Squared = -,126)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: pH Ceco_35dias

F dfl df2 Sig.
,352 7 32 ,923

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: pH Ceco 35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,030(a) 7 ,004 547 792
Intercept 1558,378 1 1558,378 | 19870937 000
Energia ,002 1 ,002 232 ,633
Aditivo ,026 3 ,009 1,111 ,359
Energia * Aditivo ,002 3 ,001 ,088 ,966
Error ,251 32 ,008
Total 1558,659 40
Corrected Total ,281 39

a R Squared =,107 (Adjusted R Squared = -,089)
APENDICE F — Anélise Estatistica— Capitulo IV

1. Metabolizabilidade de parametros de dietas de frango aos 14 dias

Levene's Test of Equality of Error Variances(a) — Metaboliz. Matéria seca (CMA_MS)
Dependent Variable: CMA MS l4dias

F df1 df2 Sig.
740 7 32 640

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: CMA_ MS 1l4dias

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 132,031(a) 7 18,862 48,783 ,000
Intercept 209392,476 1| 209392476 541564’32 ,000
Energia 116,554 1 116,554 301,451 ,000
Aditivo 8,394 3 2,798 7,236 ,001
Energia * Aditivo 7,083 3 2,361 6,106 ,002
Error 12,373 32 ,387
Total 209536,879 40
Corrected Total 144,403 39

a R Squared =,914 (Adjusted R Squared = ,896)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)- Metaboliz. Da Energia (CMA_EB)
Dependent Variable: CMA EB_1l14dias

F

dfl

df2

Sig.

,505

7

32

,824

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo




Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CMA EB_1l4dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 156,384(a) 7 22,341 51,601 ,000
Intercept 226692,170 1| 226692,170 523595'92 000
Energia 136,826 1 136,826 316,030 ,000
Aditivo 9,839 3 3,280 7,575 ,001
Energia * Aditivo 9,719 3 3,240 7,483 ,001
Error 13,854 32 433
Total 226862,408 40
Corrected Total 170,239 39

a R Squared =,919 (Adjusted R Squared =,901)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a) — Metaboliz. da Protina bruta (CMA_PB)
Dependent Variable: CMA PB 1l4dias

F

dfl

df2

Sig.

1,312

7

32

277

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CMA PB 1l4dias

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 56,433(a) 7 8,062 16,741 ,000
Intercept 175440,621 1| 175440,621 364317’22 ,000
Energia 31,471 1 31,471 65,352 ,000
Aditivo 13,130 3 4,377 9,089 ,000
Energia * Aditivo 11,832 3 3,944 8,190 ,000
Error 15,410 32 482
Total 175512,464 40
Corrected Total 71,842 39

a R Squared =,786 (Adjusted R Squared =,739)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)- Energia metabolizivel aparente (EMA)
Dependent Variable: EMA_14dias

F

dfl

df2

Sig.

,545

7

32

, 7194

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: EMA_14dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 460479,975(&)1 7 65782.854 85 369 000
Intercept 399898140,6 1 399898140,62 | 518960,69 000
25 5 9 ’
Energia 427042,225 1 427042,225 554,186 ,000
Aditivo 17617,875 3 5872,625 7,621 ,001
Energia * Aditivo 15819,875 3 5273,292 6,843 ,001
Error 24658,400 32 770,575
Total 400383279,0
40
00
Corrected Total 485138,375 39

a R Squared =,949 (Adjusted R Squared =,938)

2.Comparacgdo entre Metabolizabilidade (coleta total de excreta) e
Digestibilidade (coleta ileal da digesta) de parametros das dietas de frangos aos

35 dias

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Matéria Seca

F

dfl

df2

Sig.

1,137

15

64

344

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Método_Coleta +Método_Coleta * Nivel_Energia+Método_Coleta *

Aditivos+Nivel_Energia * Aditivos+Método_Coleta * Nivel_Energia * Aditivos

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Matéria Seca

Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 166,531(a) 15 11,102 39,544 ,000
Intercept 443896,339 1| 443806339  OHOL2 000
Método_Coleta 14,973 1 14,973 53,332 ,000
Método_Coleta *
Nivel_Energia 54,170 1 54,170 192,946 ,000
Método_Coleta * Aditivos ,133 3 ,044 ,158 ,924
Nivel_Energia * Aditivos ,052 3 ,017 ,061 ,980
Método_Coleta *
Nivel_Energia * Aditivos 136 3 045 162 922
Error 17,968 64 281
Total 444080,838 80
Corrected Total 184,499 79

a R Squared =,903 (Adjusted R Squared = ,880)




Levene's Test of Equality of Error Variances(a)
Dependent Variable: Proteina bruta

F dfl

df2

Sig.

1,635 15

64

,089

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Método_Coleta+Nivel_Energia+Aditivos+Método_Coleta * Nivel_Energia+Método_Coleta *
Aditivos+Nivel_Energia * Aditivos+Método_Coleta * Nivel_Energia * Aditivos

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Proteina bruta
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Type lll Sum

Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 118,231(a) 15 7,882 7,654 ,000
Intercept 402163,234 1| 402163234 390534’12 ,000
Método_Coleta 2,398 1 2,398 2,328 ,132
Nivel_Energia 88,937 1 88,937 86,365 ,000
Aditivos 2,402 3 ,801 A77 511
Método_Coleta *
Nivel_Energia 15,940 1 15,940 15,479 ,000
Método_Coleta * Aditivos 2,303 3 ,768 , 745 ,529
Nivel_Energia * Aditivos 2,385 3 ,795 772 514
Método_Coleta *
Nivel_Energia * Aditivos 3,867 3 1,289 1.252 1298
Error 65,906 64 1,030
Total 402347,371 80
Corrected Total 184,137 79

a R Squared =,642 (Adjusted R Squared = ,558)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)

Dependent Variable: CDA EB

F dfl df2 Sig.
,585 15 64 ,876

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Método_Coleta+Nivel_Energia+Aditivos+Método_Coleta * Nivel_Energia+Método_Coleta *
Aditivos+Nivel_Energia * Aditivos+Método_Coleta * Nivel_Energia * Aditivos



Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CDA EB

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 230,802(a) 15 15,387 38,312 ,000
Intercept 474762,083 1| a7a762,083 | 11921084 000
Método_Coleta 18,499 1 18,499 46,061 ,000
Nivel_Energia 162,137 1 162,137 403,703 ,000
Aditivos 222 3 ,074 ,185 ,907
Método_Coleta *
Nivel_Energia 48,813 1 48,813 121,538 ,000
Método_Coleta * Aditivos ,183 3 ,061 ,152 ,928
Nivel_Energia * Aditivos ,748 3 ,249 621 ,604
Método_Coleta *
Nivel_Energia * Aditivos 200 3 067 166 919
Error 25,704 64 ,402
Total 475018,589 80
Corrected Total 256,506 79

a R Squared =,900 (Adjusted R Squared =,876)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a) —Energia metabolizavel aparente (EMA)

Dependent Variable: EMA

F dfl

df2

Sig.

,597 15

64

,866

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.
a Design: Intercept+Método_Coleta+ Método_Coleta * Nivel_Energia+Método_Coleta *

Aditivos+Nivel_Energia * Aditivos+Método_Coleta * Nivel_Energia * Aditivos

Tests of Between-Subjects Effects-Energia metabolizavel aparente (EMA)

Dependent Variable: EMA

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 638179,800(&)1 15 42545.320 53.008 000
Intercept 931803609,8 1 931803609,80 | 1180656,4 000
00 0 79 !
Método_Coleta 108928,800 1 108928,800 138,020 ,000
Método_Coleta *
Nivel_Energia 29799,200 1 29799,200 37,758 ,000
Método_Coleta * Aditivos 353,600 3 117,867 ,149 ,930
Nivel_Energia * Aditivos 1478,800 3 492,933 ,625 ,602
Método_Coleta *
Nivel_Energia * Aditivos 412,400 3 137,467 174 ,913
Error 50510,400 64 789,225
Total 932492300,0
80
00
Corrected Total 688690,200 79

a R Squared =,927 (Adjusted R Squared = ,909)




Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Produc¢éo de dejeto na material natural (PD_MN)
Dependent Variable: PD_MN_14dias

3.Producéo de residuos de frangos de corte (11-14 e 32-35 dias)

F

dfl

df2

Sig.

,205

7

32

,982

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: PD_MN 14dias

Type Ill Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model | 19437,600(a) 7 2776,800 212,956 ,000
Intercept 1587245,520 1| 1587245520 | 172700 000
Energia 19316,465 1 19316,465 | 1481,401 ,000
Aditivo 105,602 3 35,201 2,700 ,062
Energia * Aditivo 15,533 3 5,178 ,397 ,756
Error 417,258 32 13,039
Total 1607100,378 40
Corrected Total 19854,858 39

a R Squared =,979 (Adjusted R Squared = ,974)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)- Produ¢éo de dejeto na material seca (PD_MS)
Dependent Variable: PD_MS 14dias

F

dfl

df2

Sig.

1,020

7

32

,436

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: PD_MS 14dias

Type IIl Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 606,249(a) 7 86,607 66,243 ,000
Intercept 106931,111 1 106931,111 | 81788,662 ,000
Energia 528,893 1 528,893 404,535 ,000
Aditivo 45,082 3 15,027 11,494 ,000
Energia * Aditivo 32,274 3 10,758 8,229 ,000
Error 41,837 32 1,307
Total 107579,196 40
Corrected Total 648,086 39

a R Squared =,935 (Adjusted R Squared = ,921)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Excrecdo de agua (EXC_H20)

Dependent Variable: Exc H20 l4dias

F

dfl

df2

Sig.

144

7

32

,994

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Exc H20 14dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model | 13496,140(a) 7 1928,020 239,374 ,000
Intercept 870211,650 1| 870211650 | 10804107 000
Energia 13452,390 1 13452,390 | 1670,189 ,000
Aditivo 32,765 3 10,922 1,356 274
Energia * Aditivo 10,984 3 3,661 ,455 716
Error 257,741 32 8,054
Total 883965,531 40
Corrected Total 13753,881 39

a R Squared =,981 (Adjusted R Squared = ,977)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Coeficiente de residuo (CR)
Dependent Variable: CR 14dias

F

dfl

df2

Sig.

1,302

7

32

,281

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CR_14dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,030(a) 7 ,004 60,501 ,000
Intercept 4,725 1 4,725 | 67402,020 ,000
Energia ,027 1 ,027 379,533 ,000
Aditivo ,002 3 ,001 8,255 ,000
Energia * Aditivo ,001 3 ,000 6,403 ,002
Error ,002 32 7,01E-005
Total 4,757 40
Corrected Total ,032 39

a R Squared =,930 (Adjusted R Squared = ,914)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Excrec¢do de nitrogénio (Exc_N)

Dependent Variable: Exc_N_14dias

F

dfl

df2

Sig.

,575

7

32

71

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Exc_N_14dias

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,081(a) 7 ,012 42,578 ,000
Intercept 26,909 1 26,909 | 98793,870 ,000
Energia ,048 1 ,048 177,386 ,000
Aditivo ,019 3 ,006 23,806 ,000
Energia * Aditivo ,013 3 ,004 16,414 ,000
Error ,009 32 ,000
Total 26,999 40
Corrected Total ,090 39

a R Squared =,903 (Adjusted R Squared = ,882)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Producao de dejeto na material seca (PD_MN)
Dependent Variable: PD_MN_35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,139

7

32

,364

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: PD_MN_35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 110825,456(3)( 7 15832,208 153,980 000
Intercept 8579372,100 1 8579372,100 | 83440,950 ,000
Energia 110657,776 1 110657,776 1076,231 ,000
Aditivo 158,098 3 52,699 513 677
Energia * Aditivo 9,581 3 3,194 ,031 ,992
Error 3290,230 32 102,820
Total 8693487,785 40
Corrected Total 114115,685 39

a R Squared =,971 (Adjusted R Squared = ,965)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Producao de dejeto na material seca (PD_MS)
Dependent Variable: PD MS 35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,950

7

32

,094

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: PD MS 35dias

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 4627,333(a) 7 661,048 122,715 ,000
Intercept 505220,024 1 505220,024 | 93787,306 ,000
Energia 4604,458 1 4604,458 854,756 ,000
Aditivo 14,890 3 4,963 ,921 442
Energia * Aditivo 7,985 3 2,662 ,494 ,689
Error 172,380 32 5,387
Total 510019,737 40
Corrected Total 4799,713 39

a R Squared =,964 (Adjusted R Squared = ,956)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)- Excre¢ao de dgua (Exc_H20)

Dependent Variable: Exc H20_35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,456

-

32

,218

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: Exc H20 35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 70017,193(a) 7 10002,456 115,573 ,000
Intercept 4922418,584 1| 4922418,584 | 56875,833 ,000
Energia 69908,829 1 69908,829 807,758 ,000
Aditivo 83,879 3 27,960 ,323 ,809
Energia * Aditivo 24,485 3 8,162 ,094 ,963
Error 2769,496 32 86,547
Total 4995205,273 40
Corrected Total 72786,689 39

a R Squared =,962 (Adjusted R Squared = ,954)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Coeficiente de residuo (CR)
Dependent Variable: CR_35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,852

7

32

111

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: CR_35dias

Type Il Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,060(a) 7 ,009 75,547 ,000
Intercept 7,916 1 7,916 | 69595,876 ,000
Energia ,060 1 ,060 528,080 ,000
Aditivo 6,69E-005 3 2,23E-005 ,196 ,898
Energia * Aditivo 1,81E-005 3 6,03E-006 ,053 ,984
Error ,004 32 ,000
Total 7,979 40
Corrected Total ,064 39

a R Squared =,943 (Adjusted R Squared =,930)

Levene's Test of Equality of Error Variances(a)-Excrecao de Nitrogénio (Exc_N)

Dependent Variable: Exc_ N _35dias

F

dfl

df2

Sig.

1,481

7

32

,209

Tests the null hypothesis that the error variance of the dependent variable is equal across groups.

a Design: Intercept+Energia+Aditivo+Energia * Aditivo
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Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Exc N 35dias

Type lll Sum
Source of Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model ,522(a) 7 ,075 18,297 ,000
Intercept 89,889 1 89,889 | 22052,638 ,000
Energia ,500 1 ,500 122,604 ,000
Aditivo ,012 3 ,004 ,969 ,419
Energia * Aditivo ,010 3 ,003 ,857 473
Error ,130 32 ,004
Total 90,542 40
Corrected Total ,653 39

a R Squared =,800 (Adjusted R Squared = ,756)
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APENCIDE G- Composic¢éo do probidtico
SIPE 2000 - Rétulo do produto Page 1 of 2

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO
_ SECRETARIA DE DEFESA AGROPECUARIA
SUPERINTENDENCIA FEDERAL DE AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO

Croquis de Rétulo
CRINA POULTRY

Aditivo aromatizante

Indicacdo do produto:

Aditivo aromatizante destinado a auxiliar na melhora do desempenho de aves de corte. Uso exclusivo
para fabricante de produtos destinados & alimentagdo animal.

Composigdo basica do produto:

ACIDO TANICO, CELULOSE EM PO, CARBONATO DE CALCIO, HIDROXIDO DE TOLUENO

BUTILADO (B.H.T.), SEMOLA DE TRIGO, PROTEINA CONCENTRADA DE SORO DE LEITE,
DIOXIDO DE SILICIO, OLEO ESSENCIAL DE CRAVO, OLEO ESSENCIAL DE TOMILHO

Eventuais substitutivos:

Niveis de garantia do produto:
OLEO DE TOMILHO 150.0000 g/kg
Oleo de Cravo 70,0000 g'kg

Modo de usar:

Ragzo inicial: de 100 a 150 mg/kg. Ragio Crescimento e rago acabamento: de 50 a 100 mg/kg.
Data de fabricacao:

Prazo de validade: 12 meses apos a fabricagéo

Modo de conservagdo:

Conservar em local seco e fresco, até 25 graus C.

Empresa
Importadora:

CNPJ: 004.578.257/0001-86
Inscricdo Estadual: 116197208116
Razdo Social: DSM Produtos Nutricionais Brasil Lida.
Enderego: AVENIDA ENGENHEIRO BILLINGS, 17289 - PREDIO 8

.

http://mapas.agricultura.gov.br/sipe2000/produto/rotulo.asp 6/5/2009
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5.VITA

lone lolanda dos santos, filha de Alcides Bento dos Santos e lolanda
Candida dos Santos, nasceu na cidade de Florianépolis, SC, em marco de
1969.

Cursou o Ensino Fundamental na Escola Basica Pref. Acéacio
Garibalde Séo Tiago e o Ensino Médio no Instituto Estadual de Educacdo em
Florianopolis, SC.

Em setembro de 1999 concluiu seus estudos de graduacao
recebendo o grau de Engenheira Agronoma pela Unversidade Federal de Santa
Catarina, SC.

Em marco de 2000 iniciou seus estudos de Mestrado na Univesidade
Federal de Santa Catarina, SC e em abril de 2002 recebeu o titulo de Mestre
em agroecossistemas.

Em agosto de 2006 ingressou no curso de Doutorado no Programa
de Pés-Graduacdo em Zootecnia, da Faculdade de Agronomia, da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul, RS.



