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AVALIACAO DO DESEMPENHO ZOOTECNICO EM FRANGOS DE CORTE
SUPLEMENTADOS COM PROBIOTICO A BASE DE Bacillus

RESUMO - A utilizag&do de probiotico na alimentacdo animal como forma de
melhorar o seu desenvolvimento e evitando uso de outros aditivos com 0s promotores
de crescimento que deixam substancias residuais, 0 uso de microrganismos Vivos
benéficos a saude tem se mostrado promissor na pecuaria. Atualmente esse tipo de
aditivo é de grande importancia para a medicina veterinaria e zootecnia melhorando
os parametros de desempenho animal. O objetivo desta pesquisa foi avaliar os indices
de desempenho em frangos de corte suplementados com probiotico na racdo, em trés
diferentes fases de criagdo com um produto industrial composto por microrganismos
do género Bacillus, O probiético utilizado é constituido de 10° UFC/g de Bacillus
subtilis e Bacillus licheniformis e 10® UFC/g de Bacillus amyloliquefaciens. Foram
utilizados 202 pintos de um dia da linhagem Cobb500 durante 42 dias, com 2
tratamentos e 8 repeticdes cada, para cada fase (inicial, crescimento, terminacao). Foi
fornecida alimentacdo conforme exigéncia nutricional. Realizou-se a pesagem das
aves, das trocas de racdo e das sobras, com os dados, foi determinada a estatistica
dos indices de desempenho, conversao alimentar, consumo de racdo e ganho de
peso. Nas trés fases avaliadas do desenvolvimento das aves, houve diferenca no
consumo de ragao de forma positiva com 5,67% de reducao por parte dos grupos com
probiético em todas as fases. O ganho de peso também foi satisfatério, com aumento
de 4,10%, o0 mesmo aconteceu para a conversao alimentar com 9,92%. Conclui-se
que experimentalmente, a utilizacdo deste probidtico foi benéfico para as aves

favorecendo em ganhos em todos os indices avaliados e em todas as fases.

Palavras-chave: frango de corte, probidtico, Bacillus



EVALUATION OF ZOOTECHNICAL PERFORMANCE IN BIRD,
SUPPLEMENTED WITH PROBIOTICS BASED ON Bacillus

ABSTRACT - The use of probiotic in animal feed as a way to improve its development
and avoiding the use of other additives with growth promoters that leave residual
substances, thus the use of health-promoting live microorganisms is on the rise in
livestock. Currently this type of additive is of great importance for veterinary medicine
and animal husbandry improving the parameters of animal performance. The objective
of this research was to evaluate performance indices in broilers supplemented with
probiotic in ration, in three different breeding phases with an industrial product
composed of microorganisms of the genus Bacillus. The probiotic consists of 10°
UFC/g of Bacillus subtilis and Bacillus licheniformis and 10® UFC/g Bacillus
amyloliquefaciens. A total of 202 1 day Cobb500 chicklets were used for 42 days, with
2 treatments and 8 replicates each, for each stage (initial, growth, termination). Food
was supplied according to nutritional requirement. Weighed the birds, feed exchanges
and leftovers with the data, we determined the statistics of performance indices, feed
conversion, feed intake and weight gain. In the three evaluated phases of the
development of the birds, there was a difference in feed intake positively with 5.67%
reduction by the groups with probiotic in all phases. The weight gain was also
satisfactory, with an increase of 4.10%, the same happened for the feed conversion
with 9.92%. It was concluded that, experimentally, the use of this probiotic was

beneficial for birds favoring gains in all ratios evaluated and in all phases.

Key words: broiler chicken, probiotic, Bacillus



1. INTRODUCAO

A avicultura no ambito mundial destaca-se como uma atividade de grande
importancia econdmica e social, no Brasil ndo é diferente, essa atividade tem
grande destaque em producdo e exportacdo de carne, além dos produtos

derivados.

Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal, os investimentos na
avicultura brasileira contribuem para que sempre tenham aumento na producéo a
cada ano. Nosso pais produziu ano passado 13 milhdes de toneladas de carne,
com 33% da producdo destinados a exportacdo, € o maior exportador a varios
anos e tem os estados do Sul e Sudeste como principais investidores e produtores
representando mais de 50% da producéo brasileira (ABPA, 2018).

A producgéao nacional de carne de frango entre 2016 a 2017 alcancou 1,7% de
aumento e a queda na exportacao foi de 0,01%. E uma proteina muito consumida
e acessivel economicamente, seu consumo per capita foi de 44,8 Kg (EMBRAPA,
2018).

Os dados supracitados indicam como essa atividade possui carater amplo e
competitivo, com muitas empesas realizando investimentos em tecnologia e
nutricdo, mantendo em destaque a avicultura em producdo e exportacdo.Além
deste fato, o custo econémico da producéo brasileira € menor frente a paises como
Estados Unidos e China, jA que possuimos grande area agricultavel de graos
(COLONI, 2011).

Diante deste cenario rentavel e promissor que a avicultura vem demonstrando,
os produtores e industrias do setor, estdo sempre atentos em cuidados com
manejo, nutricdo e novas alternativas na substituicdo dos promotores de
crescimento. Dentre estas, a utilizacdo de probidticos a base de Bacillus, tem
demostrado melhorar o desenvolvimento animal, principalmente na producao

avicola com vantagens extras para o desempenho das granjas.

Diante dos varios probioticos disponiveis no mercado e até os mais novos, esta
sendo muito estudado diversas estirpes do género Bacillus, o qual compreende

um grande numero de espécies.



Os Bacillus sdo amplamente distribuidos no ambiente e poucas espécies sao
patogénicas. Sao bastonetes Gram positivos, formadores de esporos,
obrigatoriamente ou facultativamente aerobios, de catalase positiva e sintetizadores
de muitas enzimas. Na literatura, além de frangos de corte (KONIECZKA et al., 2018;
WANG et al., 2018; CHENG et al.,2018; HEAK et al.,2018), o uso desses probidticos
também sao estudados em ratos (URDACI et al., 2018), seres humanos da area de
esportes (TOWSED et al., 2018), galinhas poedeiras indigenas (SUGIHARTO et al.,
2018), peixes como a truta arco-iris (DESHAD et al., 2018), industria de alimentos
(KONUARY & ERGINKAYA., 2018), suinos (YANG et al., 2018), plantas e no controle

biolégico de pragas agricolas.

CAO & ZHAN (2018) encontraram indices positivos em frangos de corte
submetidos a dieta com probiético constituido de B.amyloliquefaciens. Além disso,
esses autores e outros citados anteriormente também encontraram resultados
experimentais satisfatérios com utilizacado de probidticos, seja ho desempenho das
aves, diversidade da microbiota, melhoras na imunidade, inibicdo de patégenos,

disponibilidade enzimética, melhora na digestibilidade de alimentos.

Com isso a questdo de insercdo de microrganismos favoraveis ao desempenho
animal é de grande importancia tanto para os pecuaristas garantirem os lucros e
retorno dos investimentos, melhorar a producdo animal, diminuir uso de produtos
invasivos ao animal ou da carne comercial. Considera-se de suma importancia
melhorar o desenvolvimento de frangos de corte para a geracdo de alimento, com
alternativas a fim de favorecer a nutricdo e minimizar o uso indiscriminado de
antimicrobianos, zelando pela seguranca alimentar e comercializagdo da carne

avicola.

Baseado nessas informacdes idealizou-se o presente trabalho, com a finalidade
de testar um probidtico comercial constiuido por trés espécies de Bacillus e verificar
sua eficiéncia, que obtendo um bom resultado seu uso possa ser disponibilizado a
comunidade pecuarista do ramo. Além de divulgar a comunidade cientifica sobre a
importancia da utilizagdo de microrganismos na nutricdo animal e incentivar a novas

pesquisas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama geral da avicultura

No inicio da metade do século XX, a avicultura brasileira passou por uma série
de modernizagBes, principalmente nos setores de genética, manejo e nutricao,
transformando-se em uma atividade altamente produtiva (TINOCO, 2001). O frango
se destacou ao publico consumidor fundamentalmente de classe média, ingressando

assim, no consumo popular com o decorrer do tempo (TAVARES & RIBEIRO, 2007).

Em 2015, o consumo per capita foi de 43,25Kg/ano (ABPA 2016). O Brasil € o
maior exportador mundial de carne de frango, devido ao alto nivel tecnoldgico
alcancado pelo setor, colocando a avicultura como uma atividade privilegiada em

relacdo a outras atividades pecuarias no pais. (KWABATA, 2008).

Uma das melhorias no quesito nutricdo foi com relacdo a converséo alimentar
de frangos que melhorou em 65% e reducao no consumo de ragdo de até 50%. Outro
avanco em sistemas intensivos foi o rapido ganho de peso (mais de 50g/dia),
influenciando na reducéo da idade ao abate que na década de 20 era de 12 semanas,
atualmente este tempo caiu para 6 semanas (FABRI & CHACON, 2018).Diversas
pesquisas sobre nutricdo avicola, buscam maior eficiéncia e economia, ja que o gasto

com alimentacéo eleva os custos da producdo animal (STRADA, 2005).

Devido a associacdo do uso de promotores de crescimento com a indugao de
resisténcia cruzada por bactérias patogénicas e com reacdes de hipersensibilidade ou
cancer, devido a presenca de seus residuos na carne, em janeiro de 2006, a Unido
Europeia , responséavel por parcela significativa das exportagdes brasileiras de frango,
baniu a utilizacdo de antibidticos da alimentacdo de aves, permitindo somente o
emprego dos ionoforos monensina sodica e salinomicina como agentes
anticoccidianos (MENTEN, 2002., COUNCIL, 2003).



Frente a estas perspectivas, produtos como 0s probiéticos sado elaborados e
inseridos na alimentacao para otimizar a producédo do frango de corte, melhorando os
parametros zootécnicos, como conversao alimentar, ganho de peso e consumo de

racao.

2.2. Probiético

O desenvolvimento de produtos considerados saudaveis esta cada vez mais
desafiador tanto na area humana como na pecuaria. Determinados tipos de
substancias sdo conhecidas pelos seus efeitos benéficos a saude, como produtos
biorreguladores. Estes tipos de produtos contribuem com a nutricdo, possuem
substancias biologicamente ativas que melhoram a saude e a produtividade
(KOMATSU et al., 2008).

Os probidticos compreendem um exemplo destes alimentos promotores da
vida. Stanton et al. (2005) e Roberfroid (2005), definem o probiético como substancias
que afetam de forma benéfica as funcbes do trato intestinal, garantem melhores
efeitos nutricionais e reduzem os riscos de doengas. S&0 microrganismos Vvivos que
em alta concentracdo favorecem o equilibrio microbioldgico intestinal gerando efeitos
positivos a saude (SALMIEN et al., 1999; DUPONT., 2001; ISOULARI.,2001; REID et
al., 2001;BRASIL., 2002, SANDERS., 2003; BADARO et al., 2008). Fuller (1989),
ressalta que o probi6tico € um suplemento aditivo de ragdes, composto por agente
microbiano vivo, com atuacdo benéfica no hospedeiro, melhorando o equilibrio no

intestino.

O probidtico se baseia no principio da simbiose, onde ha associagdo de
organismos superiores com microbiota intestinal, proporcionando beneficios
reciprocos. Isto ocorre porque as bactérias probibticas diminuem as chances de
sobrevivéncia das bactérias patogénicas, melhoram a modulacdo da microbiota
intestinal (FATEC, 1997).

Dentre os microrganismos usados como promotores, 0os do género Bacillus é

um dos mais utilizados e efetivos na alimentacéo de aves de corte, melhorando seu



desenvolvimento. A acdo dos probidticos pode ocorrer de vérias formas, através de
mecanismos fisicos, bioldgicos, bioquimicos (SILVA & PINHEIRO, 2008).

2.2.1. Mecanismos de acao dos probidticos

Os mecanismos de acdo dos probidticos ndo estdo totalmente elucidados.
Porém, especula-se que um ou mais processos, associados ou nado, alterariam a
atividade e a composicao bacteriana intestinal. Um dos mecanismos de acao dos
probibticos parece ser através de uma competicdo fisica no trato digestivo,
competindo com os patdgenos na ocupacao dos sitios de aderéncia nas vilosidades
intestinais, impedindo a fixagcdo dos mesmos, protegendo as vilosidades e a superficie
absortiva de toxinas outra atividade seria producao de substancias antibacterianas e
enzimas, competicdo por nutrientes e estimulo ao sistema imune (SILVA &
PINHEIRO, 2008).

2.2.1.1 Exclusdo competitiva

As bactérias probidticas ocupam os sitios de ligacdo na mucosa intestinal
formando uma barreira fisica. O mecanismo fisico pode ser definido pela competicdo
por exclusdo (ALVES et al, 2017), onde a microbiota normal fica em equilibrio no trato
gastrointestinal atuando como uma barreira defensiva do animal, aderida as
vilosidades intestinais e impedindo a fixacdo dos patdgenos (BIOTECNAL, s.d).

A colonizacgéao varia com o tipo de bactéria e com o tipo de hospedeiro. Algumas
bactérias somente se aderem a superficie superior (glicocalix) dos enterdcitos,
enquanto que outras residem somente nas criptas onde séo produzidas as novas
células epiteliais que migram até as vilosidades (CUNHA, 2013).

Além do efeito fisico de barreira contra bactérias patogénicas, as bactérias
probidticas também exercem um efeito biologico, na medida em que promovem um
ambiente de baixa tensdo de oxigénio, desfavorecendo o crescimento de bactérias
enteropatogénicas. Contribuem também com um efeito quimico, com a produc¢éo de
acidos organicos como latico e propidnico, os quais levam a uma redu¢éo do pH do
ambiente intestinal, inibindo alguns patogenos (SILVA & PINHEIRO, 2008).



2.2.1.2 Producéo de substancias antibacterianas e enzimas

As bactérias probidticas podem produzir e liberar compostos como as
bacteriocinas, acidos organicos e peroxidos de hidrogénio, que tém acao
antibacteriana. As bacteriocinas sdo substancias protéicas e antibioticas de a¢éo local
e que tem auséncia de letalidade para as células produtoras (CUNHA, 2013). Estas
substancias apresentam atividade inibitéria tanto para bactérias gram-negativas
guanto para gram-positivas.

A sintese de substancias inibitérias a agentes externos, se caracteriza como
um mecanismo quimico e bioquimico com producéo de &cido latico, reduzindo o pH
intestinal tornando o meio improprio para a multiplicacdo de patégenos (FULLER,
1989), diminuindo e prevenindo a sintese de amdnia toxica, fenol e outras substancias
prejudiciais a saude animal, ocasionando maior assimilagdo de nutrientes
(BIOTECNAL, s.d). Os probiéticos, utilizando-se de ingredientes alimentares n&o
absorvidos integralmente pelo hospedeiro, além de substancias que o hospedeiro ndo
consegue digerir (prébidticos). Produzem também outros acidos organicos, como o
propibnico, o0 acético e butirico. As bactérias probidticas ainda podem produzir
substancias com capacidade de neutralizar enterotoxinas, as quais séo produzidas
por bactérias patogénicas (SILVA & PINHEIRO, 2008).

2.2.1.3 Competi¢ao por nutrientes

A competicdo por nutrientes ocorre entre o animal e a bactéria. Porém, essa
competicdo também ocorre entre as bactérias intestinais por seus nutrientes
especificos (RIBAS, 2014). As bactérias probidticas se nutrem de ingredientes que
foram parcialmente degradados pelas enzimas digestivas, ou substancias que foram

intencionalmente adicionados a dieta como prebidticos.

2.2.1.4 Estimulo ao sistemaimune

As bactérias probidticas tém a capacidade de modulacdo de respostas imunes

sistémicas aumentando o numero e a atividade de células fagociticas do hospedeiro.



Alguns géneros de bactérias intestinais estdo diretamente relacionados com o
estimulo da resposta imune por aumento da producdo de anticorpos, ativacdo de
macrofagos. Entretanto, o verdadeiro mecanismo, pelos quais essas bactérias
estimulam o sistema imune, ainda, permanece com muitos pontos a serem
esclarecidos (POURABEDIN & ZHAOQO, 2015). O trato intestinal das aves € o 6rgao de
maior responsabilidade no desenvolvimento da imunidade geral inespecifica.

O estimulo da imunidade, pelo aumento do numero de linfécitos T e B
(MWANGI et al, 2010), producao de anticorpos e atividade fagocitaria com ativacéo
dos macrofagos contra agentes indesejados € caracterizado como mecanismo
bioldgico de defesa (SAAD, 2006). Yin et al, (2010) afirma que estudos demostram
gue as bactérias probiodticas contém alguns antigenos atuantes contra microrganismos

patogénicos, imunizando o hospedeiro.

2.3. Género Bacillus

Sdo bastonetes Gram-positivos, geralmente méveis, aerdbios ou facultativos,
apresentam endosporos centrais quando expostos a ambientes extremos de
temperatura e acidez, sdo de catalase positiva. A temperatura étima de crescimento
€ de 37 °C, e pH =7,0 proximo a neutralidade (FILHO et al, 2010).

Na natureza podem ser encontrados na agua, ar, solo, e algumas espécies sdo
naturais da microbiota humana e animal. Apenas dois de seus representantes sao
considerados patogénicos ao ser humano e animais, algumas estirpes de Bacillus
cereus e Bacillus anthracis, os demais, sdo saprofitos ( PAZ, 2005).

Os representantes do género Bacillus apresentam caracteristicas fisiolégicas
abrangentes, pois ha espécies de carater mesofilico, termofilico facultativos, ou
obrigatorio e termofilos extremos, psicrofilos, acidofilos, halofilos, ou seja, organismos
capazes de crescer em condi¢cdes extremas de temperatura, pH e salinidade (FILHO
et al, 2010). Sua parede celular € composta por um polipeptidio constituido pelo acido

D-glutamico, que apresenta caracteristicas antifagocitarias.

Fermentam acgucares como glicose, maltose, sacarose e raramente a lactose,

também podem secretar enzimas proteoliticas, alguns produzem hemolisinas e



podem reduzir o nitrato (PAZ, 2005). Se desenvolvem em meios que contenham
acucares, acidos organicos e alcoois como fonte de carbono e aménia como fonte de
nitrogénio, além de terem a capacidade de utilizar os produtos de degradacédo como
fonte de energia (TORTORA et al. 2003).

2.3.1. Bacillus subtilis

Espécie de Baciilus que produz substancias com acéo antimicrobiana, inclusive
antibioticos, o que possibilita a utilizacdo destes no controle biolégico de patégenos.
De acordo com Todovora & Kozhuharova (2009) e Basso et al.(2012), a espécie B.
subtilis é uma das mais importantes produtoras de metabdlitos com atividade

antifingica e antibacteriana.

Devido esta possibilidade de degradacdo de metabolitos e seu aproveitamento,
seu potencial como probiético € vantajoso nos estudos e pesquisas na alimentacao
de frangos. Pois, podem degradar alimentos disponibilizando ainda mais nutrientes
gue nao seria possivel somente pelo trato intestinal da ave, assim, consequentemente
saciaria mais rapidamente, consumindo menos racdo, melhorando o indice de

conversao alimentar.

Faria (2009) afirma em estudos feitos por ele utilizando B.subtilis e Lactobacillus
sp em aves suplementadas com o aditivo, apresentaram menor indice de mortalidade

na fase de 1 a 42 dias comparado ao grupo que nao recebeu 0s microrganismos.

2.3.2. Bacillus licheniformis

E uma bactéria faciimente encontrada no solo, mesofilica, pode ser encontrada em
penas de aves especificamente terrestres. Sua temperatura ideal para secre¢ao
enzimatica é de 37°C (BUENO, 2008). A alta capacidade de secre¢do da serina
protease alcalina tornou a B. licheniformis uma das bactérias mais importantes na
producdo de enzimas industriais e usada como uma protease detergente biologica
(GIONGO, 2006). A vantagem deste microrganismo, a torna um importante agente

probiético na nutricdo de aves, devido sua alta capacidade de degradar proteases,


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Serine_protease&xid=17259,15700002,15700021,15700124,15700149,15700168,15700186,15700191,15700201&usg=ALkJrhgImKqf-9-eSVa_zClpHI1HOzGgMQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Serine_protease&xid=17259,15700002,15700021,15700124,15700149,15700168,15700186,15700191,15700201&usg=ALkJrhgImKqf-9-eSVa_zClpHI1HOzGgMQ

pode quebrar nutrientes protéicos mais complexos em mais simples, resultando em
maior disponibilidade de aminoécidos, facilitando o trabalho do trato digestorio e

perdendo menos energia na digestdo (GIONGO, 2006).

Lin et al (2017) testaram B. licheniformis como probiodtico em galinhas, desafiadas
com Clostridium perfringens, e comprovaram que sua acdo sobre 0s grupos
acometidos pelo patdgeno ficaram mais restritos. Foi demonstrado auséncia de sinais
de animais doentes, fortalecendo os estudos com B.licheniformis, ajudando na

exclusdo competitiva do patégeno.

A suplementagdo dietética de B.licheniformis elevou a altura de vilosidades
intestinais de galinhas poedeiras, melhorou desempenho na postura e saude intestinal
em experimentos realizados, além de elevar a altura das vilosidades intestinais
melhorando a area de absor¢cdo de nutrientes, evitou a aderéncia de agentes
patogénicos, ao revestirem internamente o intestino como uma camada (LEI et al.
2013). Demais estudos indicam que também favorecem a regeneracdo de areas

inflamadas ou lesionadas como acéo cicatrizante.

2.3.3. Bacillus amyloliquefaciens

Bacillus amyloliquefaciens também é encontrado no solo, tellricos, que sintetiza
uma proteina antibidtica, um tipo de ribonuclease e algumas bacteriocinas muito
estudada na pesquisa cientifica (SCHULTZ et al, 2005).

Pela sua capacidade de sintese protéica e degradacdo de macronutrientes, € um
microrganismo muito usado, pesquisando a sua inser¢cdo como probioético na nutricdo

animal, destacando vantagens na producéo e retornos econdémicos ao produtor.

E utilizado como aditivo probidtico gerando vantagens de producdo animal,
melhorando o desempenho dos frangos de corte e até para galinhas de postura, com

suas vantagens no trato intestinal anteriormente mencionadas.

Supriyat et al (2015) constataram que ao utilizar B. amyloliquefaciens na

alimentacao de frango de corte com farelo de arroz fermentado, houve melhora de
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resultados para ganho de peso e conversao alimentar. O teor de nutrientes do farelo
de arroz fermentado melhorou o desempenho, indicando sua inclusdo em até 15% da
alimentacdo animal. Com base nas informacbes citadas, o B. amyloliquefaciens
poderia ser sugerido como aditivo alimentar para frangos, tendo em vista que ele
melhorou significativamente o ganho de peso ao longo dos 35 dias de pesquisa com
insercao de 20g/Kg de racdo (AHMED et al, 2014).

Aves de producéao foram alimentadas com inclusédo de soja fermentada composta
por B. amyloliqguefaciens, houve melhora no aumento de ganho de peso e conversao
alimentar comparado ao controle (CHISTIAKOV et al, 2015). Resultados estes, que
demonstram a eficacia em administrar aditivos constituidos por microrganismos vivos
benéficos a saude intestinal, conferindo resultados de avanco no desempenho animal,

desenvolvimento da producéo avicola.

2.4. Efeito dos microrganismos probiéticos na alimentacdo das aves

Henry et al., (1987), Izat et al. (1989), indicaram que a utilizacdo de promotores
de crescimento proporcionaram reducfes no numero de bactérias patogénicas

aderidas a mucosa intestinal, reduzindo a producéo de toxinas e amonia.

Maruta (1993), observou a inibicdo de microrganismos nocivos nas fezes de
poedeiras, ocasionada pela suplementacao de Bacillus subtilis, ocorrendo diminuicao
de E. coli, Clostridium perfingens e reducdo dos niveis de amoénia. Esta inibicdo na
sintese amoniacal resulta na reducdo da concentracdo da substancia no interior do
aviario, promovendo uma diminuicdo das enfermidades e consequente melhoria da

produtividade.

Alvarez et al. (1994) usando Bacillus subtilis como promotor de crescimento e
enzimas (amilase, proteases, celulases), constataram a superioridade da acao
probiética em relacdo ao ganho de peso e a conversao alimentar de frangos de corte.
Estes resultados também foram obtidos por Hamid et al. (1994) em frangos de corte

com 35 dias de idade.
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Os efeitos benéficos dos aditivos probidticos sdo notérios. E estudos estudos sdo
necessarios, pois a busca em achar melhores probidticos e espécies utilizadas é
constante, sempre relacionado a uma nutricdo de boa qualidade garantindo a saude

animal.

Estudos referentes a busca de novos microrganismos e espécies sao

fundamentais para a constante melhoria da avicultura brasileira.
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3. OBJETIVOS
Objetivo geral

- Avaliar o desempenho de frangos de corte suplementados com probiético

composto por Bacillus.

Objetivo especifico

- Averiguar indices zootécnicos: ganho de peso (GP), conversao alimentar (CA) e
consumo de racéo (CR).

- Verificar a mortalidade nos trés periodos de criagdo
- Confirmar a efetividade do produto
- Detectar a presenca dos Bacillus apdés transito nos sistema digestorio das aves

- Confirmar a concentracdo dos Bacillus indicados no probiético com a contagem
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local e instalacao

O ensaio foi realizado no galpao da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
— UNESP - Campus de Jaboticabal/SP, do Departamento de Patologia Veterinaria.
Com autorizagéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FCAV, sob protocolo
n°11222/16. A instalacdo é composta por 16 boxes de 3,84m?/cada (2,40m x 2,60m),
cada box representa uma unidade experimental, composta por piso de concreto, 2
ventiladores suspensos e cortinas de carretilha. Antes do inicio do experimento a area
foi devidamente higienizada, lavada com sabdo e detergente DeterBio (aménio
guaternario), em seguida foi espalhado solucdo de Cloro a 2% para maximizar a
limpeza, e apés a secagem foi feita uma camada com cal hidratada Ca(OH)? no piso

de cada boxe, servindo como um agente antimicrobiano.

4.2 Conducao do experimento

Foram utilizados 202 pintainhos de corte, da linhagem comercial Cobb500, machos
e fémeas com um dia de idade e peso médio inicial de 40g, 10 aves foram destinadas
como reserva, alojados em boxes com piso de concreto e cama de maravalha. Cada
parcela experimental (box) estava equipada com comedouros tubulares e bebedouros
pendulares. Para aquecimento nos primeiros dias de idade utilizou campanulas
elétricas com lampadas infravermelho de 150Watts (Figura 1). O periodo total de
criacao das aves foi de 42 dias, dividido em trés subperiodos de avaliacdo, 1 a 14, de
15 a 28 e de 29 a 42 dias.
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Figura 1: Boxes com maravalha acomodando 12 pintainhos, demonstrando os tratamentos (Rag¢&o Controle
e Probiotico), comedouros e bebedouros ad libitum, e campanulas de aquecimento para controle de

temperatura.

4.2.1 Vacinacdo, sistemade luz e mensuracéo de umidade e temperatura

As aves foram vacinadas contra as doencas de Gumboro, New Castle e Bouba,
conforme o calendario de vacinagdo adotados para frangos de corte, que consta na
Tabela 1.

Tabela 1. Calendario de vacinacao para frangos de corte

Doenca Idade das aves Via de administracéo
Marek 1 dia Subcutanea
Gumboro 7 dias Agua
7 dias .
New Castle 14 dias Agua
Bouba 21 dias Membrana da asa

Os pintainhos de 1 dia foram pesados e colocados dentro de cada box, 12 aves
cada box, de modo que fossem agrupados de forma homogénea, conforme o seu peso
para manter uniformidade dos lotes. As vacinas foram administradas na agua de
bebida e também na membrana da asa segundo indicacdo do fabricante. Os
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pintainhos de um dia vieram previamente vacinados do incubatério contra a doenca
de Marek. As médias da temperatura minima e maxima e umidade foram registradas,
monitoradas periodicamente, durante o periodo de criacdo das aves. O programa de
luz adotado foi de cinco horas de descanso (luz natural + luz artificial), com racéo e

agua fornecidos a vontade no periodo de 42 dias.

4.3 Dados para avaliagcdo do desempenho e tratamentos

A avaliacdo do desempenho zootécnico dos frangos de corte foi realizada em
trés periodos: fase inicial (1-14 dias), fase de crescimento (15-28 dias) e fase de
terminagdo (29-42 dias). As pesagens das aves e da ragdo foram realizadas na
chegada dos animais (1° dia), e aos 14, 28 e 42 dias (Figura 2). Com os dados das
pesagens, calculou-se o ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar, e
além desses dados, a porcentagem de mortalidade também foi aferida admitindo
méaximo de 5%. As avaliagGes de cada fase foram realizadas afim de determinar o
efeito do probiotico nas diferentes fases de criacdo, dessa forma avaliar em qual fase

o probidtico teve melhor performance ou se foi eficiente por todo o periodo.

Figura 2: Pesagens das aves aos 1, 14, 28 e 42 dias

B d 1
B 5 L A% 1 .
s e ® @ #

Figura 2.1: Pesagem na chegada das aves (12 dia  Figura 2.2: Plataforma de Pesagem das
de vida) aves aos 14, 28 e 42 dias de idade

Para este trabalho foi utilizado um delineamento estatistico inteiramente

casualizado (DIC) com parcelas subdivididas no tempo. Foram realizados dois
tratamentos: T1 (controle) e T2 (racdo com probiotico Agrivalle) em trés periodos: fase

inicial (1 a 14 dias) fase de crescimento (15 a 28 dias) e fase de terminacao (29 a 42
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dias) com 8 repeticdes de 12 aves cada, totalizando 96 aves para cada tratamento.

A quantidade do produto incorporada na racéo foi de 0,1% seguindo indicacdes do
fabricante. A composicéo e concentracdo do produto é de Bacillus subtilis 10° UFC/g,
Bacillus licheniformis 10° UFC/g, Bacillus amyloliqguefaciens 10® UFC/g e MOS
3509/KG (mananoligossacarideos) e aminoacidos 30g/Kg. Também foi realizado a
diluicdo e contagem para comprovar a concentracédo do produto, realizando a diluicdo
em dez tubos de ensaio com 9ml de solucéo salina cada e identificados de 10! a 10
10, foi adicionado 1ml de meio de cultivo no primeiro tubo e agitado em vortex para
homogeneizar e deste coletado 1 ml e passado para proximo tubo e assim
sucessivamente até ultimo tubo. Depois seguindo a sequéncia 1ml de cada tubo
diluido foi colocado em placas de petri também identificadas em duplicata e
adicionado meio Agar BHI, realizado a técnica de Pour Plate para misturar e
uniformizar, depois levado para estufa a 37°C por 24 horas, assim realizou a contagem
e obteve a concentracéo de 4,7 .10° UFC/ml, obedecendo a concentragédo indicada do

produto.

As rac0es utilizadas ao longo dos 42 dias de experimento foram fabricadas sem a
adicao de promotores de crescimento, para poder avaliar o real efeito do probiético na
fabrica de racdo da FCAV/ UNESP, e foram utilizadas trés formulacfes de racdo, uma
para cada fase: Ragédo 1 — fase inicial, Racdo 2 — fase de crescimento e Racéo 3 —

fase de terminacao seguindo exigéncias nutricionais.

4.4 Estatistica

A estatistica do projeto foi avaliada em parcelas subdivididas por um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com dois tratamentos, sendo: a) tratamento sem
adicdo de probidtico na racéo; b) com adi¢éo do probiotico na ragdo, em trés periodos
(1 a 14 dias; 14 a 28 dias; 28 a 42 dias) com 8 repeticbes de 12 aves cada,
considerando o teste de Tukey a 5% de probabilidade. As anélises estatisticas foram
realizadas empregando-se o programa AgroEstat — Sistema para Analises Estatisticas
de Ensaios Agrondémicos, versédo 1.0, 2010 (BARBOSA e MALDONADO JR, 2010).
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4.5 Obtencao das amostras

Foram realizados colheitas de excre¢cbes de frangos para estudo
microbiolégico, sendo um frango por box nos dias de cada pesagem e troca de
racao (1,14,28,42).

As amostragens foram efetuadas com auxilio de suabes estéreis, totalizando
64 amostras de frangos de corte do experimento. As amostras foram colhidas
diretamente da cloaca de cada ave, sendo estes alocados individualmente em
tubos contendo 5,0 mL de BHI (Brain Hearth Infusion Broth), armazenados em
caixa térmica e levados para o Laboratorio de Bactérias Anaerdbias, no Prédio da
Microbiologia, pertencente ao Departamento de Patologia Veterinaria da UNESP

Jaboticabal.

4.6 Cultivo bacteriano e extragdo de DNA

Os suabes contendo amostras do conteudo cloacal dos tubos foram colocados
em estufa a 37°C por 24 horas para crescimento de cultivo. Apds o crescimento,
foi coletado uma aliquota de 1,0 mL de cada amostra e armazenados em
microtubos de 2,0 mL com 1,0 mL de meio e Glicerol a 20% para evitar lise celular,
em seguida armazenados em freezer a -80°C para posterior analise de detecc¢éo
por PCR. Para especificacdo dos primers, a anaise molecular foi através do gene
16s rRNA. de Bacillus. As cepas controle positivo foram adquiridas da instituicao
Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

Para andalise do DNA, os cultivos armazenados foram ressuspendidos,
utilizando tubos com 5,0 mL de BHI estéreis e inoculando uma aliquota de 0,2 mL
de cada amostra do cultivo previamente armazenado, e incubados em estufa a 37°

por 24 horas para obter cultivo e amostra para realizar extracdo de DNA.

As extracdes de DNA foram realizadas inicialmente por lise térmica (OLSVIK &
STROCKBINE, 1993). Assim, 1,0 mL do cultivo bacteriano foi transferido para
microtubos de 2,0 mL. Os microtubos foram centrifugados 5minutos a 10.000 rpm
em temperatura ambiente. Posteriormente, o sobrendante foi descartado e ao

pellet de células formado foi acrescido de 1,0 mL de solucdo PBS (8mM
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NaHPO4.12H20; 1,76mM KH2PO4; 137mM NaCl; 2,7mM KCL). O pellet foi
dissolvido em vortex e, logo em seguida, as amostras foram centrifugadas
novamente sob as mesmas condi¢cdes anteriores. O sobrenadante foi descartado
e ao pellet de células acrescentado 0,2 mL de agua Milli-Q estéril e novamente

ressuspendido.

A extracdo de DNA foi realizada colocando os microtubos em equipamento
Thermomixer Compact com temperatura de 99°C, por 10 minutos para extracao
de DNA. Apés a lise térmica das células, as amostras foram submetidas a
centrifugacéo sob as mesmas condi¢cdes descritas anteriormente para separagao
dos fragmentos celulares do material genético. Assim, logo apés, 0,2mL do
sobrenadante, contendo o DNA, foram transferidos para tubos novos e

armazenados em freezer.

4.7 Deteccdo das espécies de Bacillus

Para a deteccdo das espécies de Bacillus do probiotico, foram utilizados os

primers descritos. (Tabela 2).

Tabela 2. Primers especificos utilizados na diferenciacdo das espécies de

Bacillus, segundo Jeyaran et al. (2011).

Primers Sequéncias Tamanho(pb)
B.subtilis CAAGTACCGTTCG 480
CGGTACCTTGATG
B.amyloliquefaciens GGCGACTCTCTGCC 430
GGCGACTCTCTGG
B.licheniformis GAGGCGCGAATCCG 520
GAGGCGCGAATCTAG
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Para a reacao de amplificacdo dos fragmentos(DNA), utilizou-se o tampao 1X |
100 mM Tris-HCL pH 8,8; 500mM KCL; 0,8%(v/v) Nonidet P40]; MgCI2 mM;
dNTP’s 0,2 mM, 0,5 U de Taqg DNA Polimerase, 5pmol de primer, 2uL de DNA

gendmico e agua pura esteéril.

A amplificagéo foi realizada em termociclador Veriti Thermal Cycler programado
da seguinte forma: 1 ciclo a 95°C por 4 minutos, 35 ciclos a 94°C por 40 segundos,
40 segundos a 55°C e 1minuto a 72°C, finalizando com um ciclo a 72°C por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1%(p/v), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e padréo de tamanho
molecular 100pb DNA Ladder. Os fragmentos foram visualizados sob luz UV em
equipamento GEL DOC XR.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de consumo de racéo (CR), conversao alimentar (CA), ganho de peso
médio (kg) sdo indices zootécnicos essenciais na rotina da avicultura, e nesta
pesquisa demonstraram resultados benéficos para a avaliacao do probiético Agrivalle,
demonstrando que houve diferencas entre os tratamentos T1 (racdo comercial) e 0 T2
(racdo comercial com probiotico), sendo que T2 apresentou melhor desempenho que
oTl.

O indice de mortalidade foi aferido e a porcentagem ficou dentro do aceitavel de
no maximo 5% do total de aves, sendo que 6 aves morreram ficando na média de 3%

de mortalidade do total do lote.

5.1 Consumo de racao

Os dados desta pesquisa foram submetidos as analises estatistica, utilizando
regressao polinomial com efeito entre os tratamentos e ajustados pela regresséao
quadratica, o consumo de racdo ndo mostrou diferenca significativa entre os dois
tratamentos, sugerindo que estatisticamente os efeitos foram iguais. Porém

numericamente, estes resultados foram mais favoraveis ao tratamento com o aditivo.

Mas, quando os parametros se apoiam nas médias entre as fases avaliadas,
seguindo o mesmo modelo estatistico citado acima, a estatistica apresenta diferenca

significativa entre as fases (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacdo entre as médias de consumo de ragdo
entre as fases avaliadas

Teste de Tukey
Epoca CR
42 22,930438 a
28 15,342375 b
14 4,5707500 C

DMS(5%) = 0,8653
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Analisando o parametro de consumo de ragéo, em todas as fases os resultados
foram melhores com utilizacdo do probiotico. A média entre os tratamentos na
primeira fase (01 a 14 dias) foi de 4,697kg para o T1 e de 4,445kg para o T2,
representando que o tratamento com probiético consumiu 5,67% a menos de
racao, resultado este, que representou maior eficiéncia na fase inicial.

Na segunda fase (15 a 28 dias) o consumo demonstrou que o tratamento com
probidtico consumiu 1,95% a menos de racdo, seguida da terceira fase (29 a 42

dias) com 3,29% a menos no consumo, como observado na tabela 4.

Tabela 4. Valores médios do Consumo de Racdo Médio dos Lotes, em kg, nos diversos

periodos de coleta de dados.

Consumo Médio de RacgaoL otes (kQg)

Tratamento 1" Tratamento 2™ consumo de racéo (%)
01 a 14 dias 4,697°¢ 4,445° 5,67%
15 a 28 dias 15,490° 15,195P 1,95%
29 a 42 dias 23,3012 22,5602 3,29%
01 a 42 dias 43,488° 42,199°¢ 3,06%

* ~ - Kk ~ - -~ -y
Tratamento 1 — racdo comercial; ™ Tratamento 2 — racdo comercial com adicdo do probidtico. Letras

semelhantes os valores ndo diferem estatisticamente, letras diferentes os valores diferem estatisticamente

Correa et al (2003), encontraram resultados semelhantes ao deste trabalho,
estudando frangos de corte submetidos com alimentacdo adicionada por B.subtilis,
que apresentou menor consumo de racao na fase inicial de 1 a 20 dias, com 6,03%
de reducéo, valor superior ao do nosso trabalho de 5,67%.

Utilizando B.licheniformis Liu et al. (2012) demonstraram um aumento
significativo no ganho de peso, reducdo do consumo de alimento e melhora no

indice de converséo alimentar de frangos de corte na terceira semana de criacéo.
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Um estudo realizado por Maiorka et al. (2001), que avaliou o desempenho
zootécnico de frangos de cortes alimentados com racgfes adicionadas um
composto prebidtico (parede celular de Saccharomyces cerevisiae), um probidtico
a base de Bacillus subtilis e outra com a associacdo de ambos (simbiético),
relataram uma ligeira diminuicdo no consumo de racdo do grupo com probiético
guando comparados aos demais tratamentos.

Relatos de Lei et al (2015), em testes com frangos de corte alimentados com
racao adicionada de virgiamicina, dois niveis de probiético um com 30 mg/Kg racéao
e outro com 60 mg/Kg racao de B. amyloliquefaciens durante 21 dias, resultou em
maior ganho de peso e menor consumo de ragao com percentual de 3,55% com o
aditivo comparado ao grupo controle, sendo o valor inferior que 0 nosso resultado
na primeira fase até 14 dias que foi de 5,67% e superior a segunda fase de 15 a
28 dias com 1,95%.

Achados opostos ao deste trabalho, afirmam que uso de probiético formado por
B.subtilis e Lactobacillus acidophillus néo favoreceram em nenhum dos
parametros avaliados de desempenho, com resultados similares ao controle
(SOUZA et al. 2010). Na fase de 1 a 7 dias de idade o consumo de alimento n&o
foi influenciado pela interacdo com niveis de probiético, mas nédo é descartado sua
utilizacdo na fase inicial, pois beneficiam o hospedeiro melhorando equilibrio
microbiano e por apresentar acdo de imunomodulacao (APPELT et al, 2010).

Os probiéticos ndo afetam positivamente somente o desempenho fisiolégico e
nutricional, mas também o equilibrio da microbiota normal ou contaminante do
hospedeiro. Xu et al. (2018), comprovaram que frangos de corte alimentados com
probidtico com B.licheniformis tiveram um efeito positivo na regido ileal contra o
Clostridium perfringens na contaminac¢ao induzida e redugdo no consumo de
alimento.

O consumo de racgao € um fator crucial no desempenho de aves, pois a partir
dele e o indicador de ganho de peso é verificado o coeficiente de conversao, além
de contribuir economicamente ao produtor, pois com a redu¢gdo no consumo

consequentemente reduz o investimento com racao.
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5.2 Ganho de peso

Os dados encontrados desta pesquisa para o ganho de peso das aves também
foram submetidos as analises estatisticas, utilizando regresséo polinomial com efeito
entre os tratamentos e ajustados pela regressao quadrética, 0 ganho de peso, assim
como o0 consumo de racdo ndo apresentou estatisticamente diferenca significativa
entre os dois tratamentos, também sugerindo que estes parametros foram
estatisticamente iguais. Com os parametros apoiados nas médias entre as fases
avaliadas, seguindo o mesmo modelo estatistico citado acima, a estatistica apresenta
diferenca significativa entre as fases (Tabela 5).

Tabela 5: Comparacdo entre as médias de ganho de peso entre as
fases avaliadas

Teste de Tukey
Epoca GP
42 19,040250 a
28 6,2010000 b
14 2,1978750 c

DMS(5%) = 0,3379

Neste estudo pode-se verificar que em todas as fases de criagdo que foram
avaliadas, o ganho de peso médio dos lotes tratados com probiético foi melhor

guando comparados com os lotes que nao receberam nenhum aditivo. (Tabela 6)
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Tabela 6. Valores médios do Ganho de Peso Médio dos Lotes, em kg, nos diversos periodos
de coleta de dados.

; Ganho de Peso Médio dos Lotes Porcentagem no
Periodos de coleta de
dados (kg) aumento de ganho
Tratamento 1  Tratamento 2™ de peso (%)
01 a 14 dias 2,1542 2,2422 4,10%
15 a 28 dias 6,192° 6,211°¢ 0,31%
29 a 42 dias 19,023° 19,058° 0,18%
01 a 42 dias 27,3682 27,5108 0,52%

* ~ - *%k ~ - -~ )
Tratamento 1 — racdo comercial; ™ Tratamento 2 — racdo comercial com adicdo do probidtico. Letras

semelhantes os valores ndo diferem estatisticamente, letras diferentes os valores diferem estatisticamente

Embora pela estatistica os tratamentos ndo apresentaram significancia entre si,
ao comparar os resultados de ganho de peso dos tratamentos em cada fase, ele
mostrou-se superior nos tratamentos com o probidtico do que sem, mesmo néo
sendo de forma expressiva, a utilizagdo do produto foi eficaz ao desenvolvimento
animal.

Os resultados de ganho de peso foram numericamente melhores com o aditivo
comercial, tendo novamente a fase inicial (1 a 14) com melhor resultado de 4,10%
e 0 menor resultado mas néo pior do que o controle com 0,18% na fase de 29 a
42 dias.

Min et al (2016) demonstraram que a suplementacdo com Bacillus subtilis e
mananoligossacarideos em dietas basais para frangos de corte de 21 a 42 dias de
idade, aumentou o ganho de peso em 1,17% e altura de vilosidades duodenais
melhorando a superficie de absorgéo, porcentagem maior do que nosso trabalho

para mesma fase que foi 0,18%.

Uma mistura de B. subtilis e Saccharomices cerevisiae, foram fornecidos a
dietas de frangos de corte de 21 a 39 dias de idade para avaliar o crescimento,
resultando em um efeito desta combinacdo que aumentou o ganho de peso dos

animais que ingeriram esta mistura (CHEN et al, 2009).
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Avaliando o efeito da suplementacdo com simbioticos na dieta de frangos da
linhagem Arbor Acres(EUA) sobre seu desempenho, utilizou-se uma unido de B
subtilis, B. licheniformis, Clostridium butyricum e prebidticos oriundos de parede
celular de levedura, constatando que aos 42 dias de criagdo 0 maior ganho de
peso foi com aves suplementadas com o simbiético do que sem, obtendo 2,8%
maior ganho (CHENG et al, 2017), valor maior do que este trabalho que foi 0,52%
nesta fase total. Romero et al (2014) em estudos com galinhas Ross em dois
ensaios de idade de 12 a 21 e 32 a 42 dias para averiguar a contribuicdo de energia
ileal de proteina, amido e gordura com duas combinacfes enzimaticas exdgenas
protease de B. subtilis e amilase B. licheniformis, em resposta comprovou aumento
na digestibilidade ileal aparente de gordura para aves de 42 dias e aumento da

digestibilidade ileal de proteinas aos 21 dias comparados ao controle.

A eficacia de B. amyloliquefaciens foi analisada na inibicdo da colonizacéo
intestinal por Clostridium perfringens em frangos de corte infectados com
coccidios, aos 49 dias de idade um pequeno numero de aves foram abatidas e
pode notar uma queda da incidéncia dos sintomas coccidiais, bem como lesdes
intestinais com suplementacao do Bacillus (TSUKAHARA et al, 2018).

A utilizagdo dos Bacillus pode ndo somente satisfazer em resultados de
desempenho de animais, disponibilidade de niveis nutricionais como proteina,
carboidratos e lipideos, mas também na supressdo de agentes patogénicos e
modulacdo da microbiota intestinal de aves, demonstrando que a utilizacdo de
Bacillus como probiético na incluséo da dieta de frangos € eficiente na producédo

animal.
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5.3 Conversao alimentar

Ao avaliar as médias da conversao alimentar utilizando a analise de regressao
polinomial com efeito dos dias dentro de cada tratamento, houve diferencga significativa
no tratamento com probidtico da AGRIVALLE comparado com a racdo sem aditivo
(Tabela 7).

Tabela 7: Comparacgao entre as médias de conversao alimentar
entre tratamentos

Teste de Tukey
Tratamento CA
Tratamento 1 2,1878750 a
Tratamento 2 1,9905000 b

DMS(5%) = 0,1608

A conversdo alimentar apresentou resultados significativos com o uso dos
microrganismos benéficos a saude, sendo que a fase inicial se destacou novamente
com o melhor indice de conversado 9,2%, em segundo a fase de crescimento com
8,26% e a de menor expressdo a terminacao 3,32%, quando comparado ao grupo

controle neste parametro avaliado (Tabela 8).

Sendo que estes resultados se apresentaram melhores que os anteriores, pois
a conversdo é calculada em fungdo do consumo pelo ganho de peso, que foram

numericamente melhores para este estudo, a conversao traduz os resultados obtidos.
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Tabela 8. Valores médios do Conversdao Alimentar Média dos Lotes, em kg, nos diversos

periodos de coleta de dados.

Conversao Alimentar Média dos

Periodos de coleta Porcentagem na reducgéo
de dados Lotes alimentar (%)
Tratamento 1" Tratamento 2™
01 a 14 dias 2,188% 1,990° 9,92%
14 a 28 dias 1,550? 1,4322 8,26%
28 a 42 dias 1,2242 1,1852 3,32%
01 a 42 dias 1,589? 1,5352 3,48%

* ~ - *%k ~ - -~ )
Tratamento 1 — racdo comercial; ™ Tratamento 2 — racdo comercial com adicdo do probidtico. Letras

semelhantes os valores ndo diferem estatisticamente, letras diferentes os valores diferem estatisticamente

Foi verificado por Aliakbarpour et al. (2012), que obtiveram resultado
significativo para a taxa de conversao alimentar em 3,1% de melhora e no peso
corporal final quando comparado ao controle sem aditivo, em frangos de 42 dias que
tiveram na alimentagé&o a inclusao de B. subtilis, sendo esta taxa de converséo inferior

deste trabalho que foi mais eficiente com indice de 3,48%.

Li et al (2015) conduziram um experimento para investigar os efeitos de B.
amyloliquefaciens em frangos Arbor Acre sobre a fungdo imune desafiados com dose
extra de lipolissacarideo (LPS) com aplicacao intraperitoneal, constatando aumento
do peso de baco em aves no tratamento com LPS mas sem Bacillus e reducao do
peso de bagco em animais com LPS e com Bacillus, como uma significativa melhora

da conversao alimentar.

Mcnaughton et al (2014) utilizando farinha de canola geneticamente modificada
somada ao microrganismo B. licheniformis foi ministrado na alimentacéo de frangos
Ross até 42 dias. O resultado nédo teve nenhum efeito significativo em desempenho,
rendimento de Orgdos e carcacas dos animais que consumiram esse preparo em

relacdo as aves controle, mostrando ndo ser muito eficaz.

Knap et al. (2011) verificaram a eficacia de B. subtilis sobre a colonizag&o de

Salmonella no intestino e sua eliminagdo na cama de frangos de aves alimentadas
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com o probiodtico, apresentando 58% na reducdo do swabs de arrasto para
Salmonella, favorecendo ndo so6 a producéo, mas ajudando na reducao da quantidade
do agente infeccioso que entra na instalacdo, além disso melhorou numericamente a

conversao alimentar das aves.

Dentre os parametros de desempenho analisados nas trés fases, todas foram
numericamente eficientes com a utilizacdo dos géneros bacterianos constituintes do
composto probidtico, sobressaindo ao grupo controle. Evidenciando que os maiores
percentuais na avaliacdo das trés variaveis de desempenho foram na fase inicial onde
0s pintainhos necessitam de maiores niveis protéicos para producédo de musculo, e
idade em que teoricamente estdo com o trato intestinal menos colonizado, facilitando

a fixacado pelos microrganismos utilizados.

Acredita-se que a eficiéncia do produto comercial teve resultado esperado, e a

utilizacao pode ser indicada para a producao animal, em especial a avicola.

5.4 Deteccéo de Bacillus por PCR

Para a deteccdo dos trés géneros de Bacillus que constituem o aditivo foi
realizado a técnica de PCR convencional a partir de swabs cloacais. Os resultados
foram negativos para a amplificacéo dos genes de todos os géneros de Bacillus e das
64 amostras analisadas, as bandas nao foram amplificadas demostrando que n&o teve

a presenca dos genes dos microrganismos desejados (Figura 3) e (Figura 4).
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PM1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 1516CP CN

Figura 3. Linhas 1-16 amostras negativas para Bacillus amyloliquefaciens de frangos
de corte.CP: Cepa padrédo de B. amyloliquefaciens correspondente a 430pb. PM:Pa-

drdo molecular 100pb DNA Ladder.CN. Controle negativo.



PM 1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 CP CN

Figura 4.A. Linhas 1-16 amostras negativas para Bacillus subtilis de frangos de corte.
CP: Cepa padréo de B. subtilis correspondente a 480pb. PM:Padrdo molecular 100pb
DNA Ladder.CN. Controle negativo. B. Linhas 1-16 amostras negativa para Bacillus

licheniformis de frangos de corte.CP: Cepa padrdo de B. licheniformis correspondente

a 520pb. PM:Padrdo mo-lecular 100pb DNA Ladder.CN: Controle negativo.

30
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Tais resultados, suspeita-se que como nao era uma cultura pura, e sim amostra
de cloaca, havia varios géneros e espécies bacterianas presentes e que poderiam ter
se desenvolvido mais que os Bacillus e suprimido seu crescimento, resultando numa
baixa concentracdo que ndo pode disponibilizar quantidade de DNA suficiente para

sua confirmagao.

E algumas pesquisas na literatura também informam que devido a um longo
tempo em temperaturas baixas 0s microrganismos ou esporos podem demorar a
ativar ou ndo. Além de condi¢Bes adversas que possam ocorrer, por exemplo uma
falta de energia ndo percebida que venha a descongelar amostras e depois retorno

do congelamento pode acarretar em possivel degradacédo da amostra.

Sabemos que a o teste de PCR ¢é altamente confiavel e efetivo, mas ha a

possibilidade de que os primers na reagéo nao funcionaram.
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6. CONCLUSAO

Pelo presente estudo realizado, o probiético Agrivalle foi eficaz no desempenho
animal em relacdo a: redugédo no consumo de racdo, aumento do ganho de peso e
melhoria do fator de conversao alimentar nas trés fases avaliadas, tendo a fase inicial
como destaque. A deteccdo dos microrganismos que formavam o probdtico néao foi
confirmada nas fezes pelo teste de PCR. E a concentracdo dos microrganismos

conforme informado no produto, foi confirmada com as diluicdes e contagem.

Portanto, a utilizagdo do probiético composto por B. subtilis, B. licheniformis e
B. amyloligyefaciens é recomendado na incorporacdo da dieta de frangos de corte

favorecendo como alternativa para alavancar a producédo deste setor.
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