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RESUMO

BARBALHO, R. L. C. Parede celular de levedura, probiotico e 6leos essenciais em
dietas de frangos de corte desafiados com coccidiose e clostridium. 2022. 63 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2022

Com o objetivo de avaliar a eficacia de um agente anticoccidiano, parede celular de
levedura Saccharomyces cerevisiae, 6leo essencial (mistura de carvacrol e timol), e o
probidtico a base de Saccharomyces boulardi, foi conduzido um experimento com
duracéo de 28 dias, envolvendo 672 pintos de corte machos de 1 dia de idade, alojados
em baterias. O delineamento experimental foi o em blocos ao acaso, envolvendo 4 blocos
de 24 gaiolas cada um, com 7 aves por gaiola. O experimento foi dividido em fase inicial
de 1 a 14 dias e de crescimento de 15 a 28 dias de idade. As ra¢fes foram formuladas a
base de milho e farelo de soja como ingredientes energético e proteico, respectivamente.
Todas as aves foram inoculadas com Eimeria spp e C. perfringes no 14 dia de idade e
com C. perfringes no 21 dia de idade. Os resultados obtidos mostraram que na fase inicial
0 maior ganho de peso foi aquele em gue se usou o agente anticoccidiano, porém na fase
de crescimento e em toda fase experimental os resultados para este parametro foram
superiores para todos os tratamentos com o uso dos aditivos. Com relacdo a conversdo
alimentar, as aves que ndo receberam aditivos nas rag0es apresentaram a pior converséo
alimentar nas duas fases e no periodo total da criagdo. Com relacdo aos escores de lesdo
no trato digestério e contagem no ceco, foi verificado ndo haver diferencas
estatisticamente significativas entre os tratamentos. O uso dos aditivos em estudo
mostrou-se eficaz para os parametros de desempenho dos frangos desafiados aos 14 dias
de idade com C. perfringes e Eimeria spp. e com C. perfringes aos 21 dia de idade

Palavras-chave: Beta Glucanas. Enterite Necrética. Mananoligossacarideos.



ABSTRACT

BARBALHO, R. L. C. Yeast cell wall, probiotics and essential oils in diets of broilers
challenged with coccidiosis and clostridium. 2022. 63 f. Thesis (Doctorate in Science)
— Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Séo Paulo,
Pirassununga, 2022

Aiming to evaluate the efficacy of an anticoccidial agent, Saccharomyces cerevisiae yeast
cell wall, essential oil (mixture of carvacrol and thymol), and the probiotic based on
Saccharomyces boulardi, an experiment was carried out with a duration of 28 days,
involving 672 1-day-old male broiler chicks housed in batteries. The experimental design
was randomized blocks, involving 4 blocks of 24 cages each, with 7 birds per cage. The
experiment was divided into an initial phase from 1 to 14 days and a growth phase from
15 to 28 days of age. The rations were formulated based on corn and soybean meal as
energy and protein ingredients, respectively. All birds were inoculated with Eimeria spp
and C. perfringes at 14 days of age and with C. perfringes at 21 days of age. The results
obtained showed that in the initial phase the best weight gain was the one in which the
anticoccidial agent was used, but in the growth phase and in the entire experimental phase
the results for this parameter were superior for all treatments with the use of additives.
Regarding feed conversion, the birds that did not receive additives in the rations had the
worst feed conversion in both phases and in the total period of creation. Regarding the
scores of lesions in the digestive tract and counts in the cecum, the results showed no
statistically significant differences between treatments. The use of the additives under
study proved to be effective for the performance parameters of broilers challenged at 14
days of age with C. perfringes and Eimeria spp. and with C. perfringes at 21 days of age

Keywords: Beta Glucans. Mannanoligosaccharides. Necrotic Enteritis
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional no mundo € caracterizado como o aumento do
nimero de habitantes do planeta. Atualmente, a taxa de crescimento da populagdo
mundial é inferior a 1,2% ao ano, mas a expectativa de vida esta aumentando com 0s
avancos da medicina e a maiores preocupagfes com a saude, entre outros fatores. Assim,
0 numero de habitantes em nivel mundial, continua a aumentar. Segundo dados
divulgados em 2021 pelo Fundo de Populagéo das Nagdes Unidas (UNFPA), a populagéo
mundial é de 7,8 bilhdes. Ha estimativas de que a populacdo do planeta chegaré a 9,7
bilhdes até 2050, um aumento de aproximadamente 1,9 bilhdes, com taxa de crescimento
de 0,3% ao ano.

Para atender a essa demanda da populacdo estimada até 2050, serdo necessarios
60% mais alimentos, 50% mais energia e 40% a mais 4gua. Tais necessidades somente
serdo supridas com esforcos e investimentos combinados para promover sistemas
sustentaveis de agricultura e pecuaria.

Paises em desenvolvimento estdo aumentando a producdo de produtos de origem
animal para satisfazer o mercado interno, mas também para aumentar as exportacoes.
Esse aumento na oferta de produtos primarios devido ao aumento da populacdo urbana
aliado ao crescimento da classe média faz com que cresgcam as demandas por leite, carne
e ovos, muitas vezes ndo planejado, causando danos ambientais, disturbios da agricultura
familiar e incertezas entre produtores e consumidores. Esta situagcdo exige a necessidade
de novas politicas de producdo animal em termos de alimentacdo saudavel, boas praticas
de criacdo de animais e conservacdo ambiental.

Dentro da realidade mundial, o Brasil torna-se um grande celeiro alimentar para o
mundo, devido a todas as suas caracteristicas climaticas, extensao territorial, tecnologias
aplicadas na agricultura para melhores indices de produtividade e, mais recentemente, 0s
cuidados voltados a sustentabilidade e biosseguranca dos sistemas pecuarios, em
particular, aos sistemas de criacdo de frangos de corte.

A modernizagdo da industria avicola ao longo das duas Ultimas décadas tornou
clara e evidente a necessidade de atencédo cada vez mais detalhada a satde destes animais,
especialmente porque o crescimento desta industria € baseado em um grande aumento na
producdo animal e densidade (as aves sdo uma das espécies que mais utilizam préticas de
concentracdo de producdo), criando uma situacdo ideal para a multiplicacéo,
disseminacéo e perpetuacdo de varios patdgenos e a ocorréncia de surtos de doencas que

acarretam alta perdas econdmicas (por exemplo, os recentes surtos de Influenza aviaria).
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A cada ano novas legislagdes séo implantadas ou atualizadas visando a melhoria dos
processos da cadeia alimentar, desde o bem-estar e satde dos animais até qualidade final
do produto, levando em consideracdo a sustentabilidade do meio ambiente.

Dentre as doencas que afetam as aves prejudicando o seu desempenho, porém,
com sintomas clinicos pouco evidentes, destaca-se a enterite necrética (NE), causada pelo
Clostridium perfringens (Cp), uma bactéria anaerdbica, gram positiva que reside no solo
e nos aviarios, tipicamente associada & doencas. Niveis baixos (102 UFC ou menos) desse
agente sdo comumente encontrados em frangos de corte saudaveis e em crescimento; no
entanto, a medida que os niveis no intestino se aproximam de 10° UFC, a probabilidade
de um surto significativo de NE aumenta.

O modo de acdo exato do Cp para causar o NE é frequentemente debatido. Na
literatura observa-se que existem 5 tipos de Clostridium perfringens; A, B, C, D e E; cada
um produz uma toxina Unica; alfa, beta, epsilon, iota e CPE. Essas toxinas demonstraram
ser, se ndo letais, debilitantes para as aves. Para aqueles que conseguem conviver com a
forma subclinica da doenca, essas toxinas causam lesfes no trato gastrointestinal,
resultando em taxas de crescimento reduzidas, reducdo da eficiéncia alimentar e
morbidade.

Diversos pesquisadores ao redor do mundo puderam replicar a doenca sob
condicdes experimentais controladas desafiando oralmente as aves com Cp e Eimeria
maxima que é um organismo parasita causador da coccidiose, doenca também bastante
comum na producdo avicola e de ocorréncia mundial. Até sua recente suspensdo de
vendas, o avicultor disponha de uma droga denominada Roxarsone, considerado um
aditivo de racdo aprovado para prevencdo de coccidiose. Esse aditivo foi bastante
utilizado em ragdes para aves e foi eficaz ao reduzir os sintomas de NE na presenga de
E.maxima. Em um esforco para mitigar os efeitos clinicos do NE na auséncia de
Roxarsone, os produtores de frangos de corte estdo usando melhoradores de desempenho
(AGP's) que se acredita terem atividade contra o Cp, junto com seu programa anti-
coccidiose regular. Relatorios de campo sugerem que a eficacia do uso continuado do
AGP é motivo de preocupacédo devido a resisténcia criada pelo Cp.

Diante disso, existe uma necessidade constante da implementacdo de medidas de
biossegurancga no setor avicola, uma vez que a criagdo esta sujeita a graves problemas de
salde, principalmente devido ao elevado numero de aves, 0 que poderia comprometer
toda a producédo. Apesar de ser uma questdo relativamente antiga, essas medidas ainda
devem ser objeto de estudos e pesquisas, e adotadas sequencialmente pelo setor

produtivo, visando obter ndo apenas melhores resultados de producdo, mas também
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aumento na qualidade dos produtos produzidos (diminui¢do de infec¢Ges e aumento do
controle sanitario nas plantas de processamento, reducdo da contaminacdo no
ecossistema, para proteger a saude do consumidor).

O trato gastrointestinal dos frangos de corte possui uma microbiota natural
composta de muitas espécies de bactérias, protozoarios e fungos, que estdo em equilibrio
entre si e com 0 hospedeiro. Os aditivos que melhoram o desempenho, como 0s
antibioticos, tém sido amplamente utilizados nas ultimas décadas na tentativa de excluir
patdgenos do trato gastrointestinal, reduzindo a mortalidade e aumentando a eficiéncia
produtiva das aves (CASTANON, 2007; CROMWELL, 1999; SALYERS, 1999).
Existem vérias vantagens e beneficios alcancados pela sua utilizacdo na manutencéo da
salde do trato intestinal das aves, favorecendo os processos de absorcdo, conversdo
alimentar e reducdo da mortalidade.

E inquestionavel que a relacdo custo-beneficio favorece o uso de antibidticos
como aditivos, mas, a0 mesmo tempo, hd uma preocupacao crescente da comunidade
cientifica com as consequéncias negativas, pois existe possibilidade desse procedimento
deixar residuos na carne que podem promover o surgimento de microrganismos
resistentes e prejudicar a sade humana (GHADBAN, 2002; GODOI et al., 2008).

Para reduzir as perdas de produtividade, estdo sendo estudados aditivos
alternativos como enzimas exogenas, prebioticos, compostos probiéticos, fitogénicos e
6leos essenciais (ARAUJO et al., 2007). Consequentemente, existe um grande interesse
por parte dos pesquisadores no desenvolvimento e uso de substancias ou mistura (blend)
de substancias que possam substituir os antibidticos e que ainda possam desempenhar
funcBes que revertam a producdo em melhor desempenho das aves e a qualidade do
produto final.

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar solucdes alternativas no controle
ao uso de aditivos melhoradores de desempenho na producdo de frangos de corte,
possibilitando a escolha por uma tecnologia correta, segura, sustentavel e

economicamente viavel.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microbiota intestinal

A microbiota intestinal das aves é composta de inimeras espécies bacterianas,
formando um sistema complexo e dindmico. Aquelas que colonizam o trato intestinal no
inicio, tendem a persistir ao longo da vida da ave, passando a compor a microbiota
intestinal. A formac&o desta microbiota se da imediatamente ap0s 0 nascimento das aves
e aumenta durante as primeiras semanas de vida, até se tornar uma populagédo
predominantemente de bactérias anaerdbias. Além das bactérias, as leveduras, os fungos,
0s protozoarios e 0s virus também podem compor essa microbiota (ANDREATTI
FILHO, 2007a). Sua composicdo pode ser afetada pelas bactérias presentes no intestino
e pelos microrganismos naturais do ambiente (YIN et al., 2010).

Pintos nascidos em condigdes naturais recebem a microbiota proveniente dos
adultos, principalmente da mée. Entretanto, a avicultura industrial alterou essa condicéo,
impedindo que haja contato do pinto com a mée, levando ao retardo no desenvolvimento
da microbiota intestinal protetora (SILVA; ANDREATTI FILHO, 2000; TORTUERO,
1973).

Ao nascer, o trato gastrointestinal do pinto é praticamente isento de
microrganismos e a microbiota é formada por meio da ingestdo, ou por contato com
ambiente que contenha microrganismos. O intestino delgado é colonizado na segunda
semana de vida (MAIORKA; DAHLKE; MORGUKIS, 2006). Para Cressman et al.
(2010) a cama influencia no estabelecimento da microbiota intestinal, pois em estudo
comparando camas novas com reutilizadas, constatou-se que as aves criadas em camas
reutilizadas tiveram o intestino amplamente colonizado por bactérias de origem entérica,
enguanto as aves criadas em camas novas, por bactérias ambientais.

O trato intestinal do embrido pode ser colonizado por via vertical, onde os
microrganismos presentes no aparelho reprodutor da matriz séo transferidos para o
embrido durante a formacéo do ovo. Também pode ocorrer ao ingerir o contetdo do fluido
amniotico a partir do 14° dia de incubagdo (PEDROSO, 2011). Além disso, 0 saco
vitelinico infectado permite que os microrganismos sejam absorvidos junto com o
conteudo do saco da gema (DEEMING, 2005).

Nas aves adultas, quando a microbiota esta estabelecida pode conter de 400 a 500
espécies microbianas (YAN; POLK, 2004). Com varia¢fes na quantidade e nos tipos de

microrganismos ao longo do trato gastrointestinal, estes podem estar aderidos ao epitélio



12

ou livre no Iimen. Quando livres, devem possuir capacidade multiplicativa acelerada,
para minimizar a perda pelo peristaltismo, e podem também se associarem a outras
bactérias que estdo ligadas a mucosa (MAIORKA, 2004).

O intestino delgado é colonizado por bactérias microaerdfilas facultativas, que sdo
os Lactobacillus, Clostridiaceae, Streptococcus e Enterococcus. Os principais géneros
identificados na microbiota cecal de aves s&o: Bacillus, Bacterdides, Bifidobacterium,
Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Eubacterium,
Fusobacterium, Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Peptostreptococcus,
Propionibacterum, Ruminococcus, Serratia, Veillonella e Atreptococcus. O metabolismo
destas bactérias no trato intestinal gera a producéo acidos graxos de cadeia curta (acético,
propiénico e butirico), alcoois, amoniaco, aminas, sulfeto de hidrogénio, perdxido de
hidrogénio, metano, mercaptanos, diéxido de carbono e outros produtos. Nos cecos as
bactérias produzem acido butirico que servem como substrato metabdlico para as células
epiteliais e acido propibnico que inibe certos enteropatdgenos, como as salmonelas. Pode-
se encontrar de 200 a 400 espécies diferentes de bactérias no trato digestivo de uma ave.
Ha de considerar que menos de 25% de todas as bactérias intestinais foram identificadas;
portanto, desconhecidas. Sua quantidade pode variar de 5 a 7 (Log10) no duodeno, a9 a
11 (Logio) nos cecos. Muito pouco se sabe sobre a interagéo entre elas. Estima-se que ha
10 vezes mais bactérias no trato digestivo que células do corpo do hospedeiro.

Amit-Romach, Sklan e Uni (2004) estudaram a microbiota de frangos de corte,
com idades de quatro, 14 e 25 dias, através de métodos de PCR para detectar e quantificar
seis espécies bacterianas. Entre essas, duas consideradas bactérias benéficas
(Lactobacillus spp., Bifidobactérias spp.), duas potencialmente patogénicas (Salmonella
spp., Campylobacter spp.) e duas patogénicas para os pintos (Escherichia coli e
Clostridium spp.). Os autores concluiram que com quatro dias, foi possivel detectar
Lactobacillus spp. na proporcéo de 25% do total. Bifidobacterium spp. ndo foi detectavel
nessa fase. Salmonella spp. foi a mais detectada com 40%, enquanto que Campylobacter
spp. foi detectado em pequenas quantidades de 2% e um terco (33%) foi constituido de
Escherichia coli e Clostridium spp. somados. Para a idade de 14 dias, as proporg¢des de
Lactobacillus, somado ao Bifidobacterium tiveram aumento significativo para 40% do
total de bactérias, reducdo na proporcdo de Salmonella para 10%, Campylobacter spp.
ainda em pequenas quantidades e mesma proporcao para Escherichia coli e Clostridium
spp. Com 25 dias, Lactobacillus somado ao Bifidobacterium representaram quase metade
das bactérias totais. Salmonella spp. teve a proporcdo de aproximadamente 20%, e

Escherichia coli juntamente com Clostridium spp. permaneceram com 30%.
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O equilibrio da microbiota pode ser afetado por diversos fatores, tanto endégeno
guanto exdgenos. As mas condi¢Bes higiénicas e sanitarias da criacdo, estresse,
alimentacdo inadequada, intoxicacéao e enfermidade concomitante, podem desencadear o
aumento da proliferacdo bacteriana que podem competir por nutrientes da propria ave.
Também podem determinar processos inflamatorios, que leva ao espessamento da parede
intestinal, o que vai reduzir a absorcéo, aumentar a excrecdo de metabolitos e toxinas que
desencadeiam enterites e aumentar o tempo de transito. Além disso, pode aumentar o
turnover das células epiteliais, e possibilitam a translocagdo bacteriana e endotoxina para
outros 6rgaos, levando a septicemia (ITO; MIYAIJI; OKABAYASHI, 2007).

De acordo com Santos et al. (2012) é importante entender e ter controle sobre as
possiveis mudancas da microbiota intestinal para adequar o manejo e incluir de maneira
racional aditivos que possam alteram e regular a ecologia microbiana, com o intuito de
melhorar o desempenho zootécnico e diminuir alguns efeitos de estresse ou os maleficios
das doencas.

Segundo Loddi (2001), a microbiota intestinal € composta por 90% de bactérias
facultativas (aerdbicas ou anaerdbicas), produtoras de &cido latico (Lactobacillus spp.,
Bifidobacterium spp.) e as bactérias exclusivamente anaerébicas como Bacterioides spp.,
Fusobacterium spp. e Eubacterium spp.. Algumas funcdes benéficas da microbiota sdo a
de estimular a producdo de mucina, que ajuda a inibir a translocacdo bacteriana
(MATTAR et al., 2002). Também as bactérias comensais podem modular a expressdo de
genes envolvidos em fungdes como absorcéo, fortificar a barreira mucosa, metabolismo
e maturacdo de células, podendo ainda, contribuir com os mecanismos de defesa do
sistema imune (ZOCCO et al., 2007).

A microbiota benéfica também exerce a funcdo de exclusdo competitiva, onde as
acoOes exercidas pelos microrganismos comensais do trato gastrointestinal podem impedir
a colonizacdo por patdgenos invasores, ocupando os pontos de ligacdo da superficie da
mucosa intestinal, competindo por nutrientes e liberando bacteriocinas (LAN et al.,
2005). Nessa relacdo, tanto as bactérias quanto as aves hospedeiras sdo beneficiadas.

Ainda segundo Lan et al. (2005), os microrganismos auxiliam na metabolizagéo
de carboidratos, proteinas, lipideos e sais minerais, sintetizam vitaminas do complexo B,
vitaminas A, C, K e o acido fdlico, digerem as fibras e a celulose o que leva a liberacéo
de &cidos graxos volateis, os quais podem suprir de 5 a 10% da energia necessaria. Devido
a esses beneficios, em pintos recém eclodidos que ainda ndo possuem microbiota
estabelecida, e por esse motivo sdo mais vulneraveis aos patdgenos, a administracéo,

através da via oral, da microbiota proveniente do intestino de aves adultas no periodo p6s-
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eclosdo, como meétodo profilatico no controle de infeccBes causadas por agentes
patogénicos, mostrou ser benéfica em varios estudos.

A persisténcia e manutencao destas bactérias no trato intestinal se faz de duas
formas principais:

- Fixadas ou em intima associagdo com o epitélio intestinal, se multiplicando mais
rapidamente do que sua eliminacdo pelo peristaltismo intestinal. E o caso tipico de
algumas especies de Lactobacillus e Enterococcus;

- Livres na luz intestinal, pela sua incapacidade de aderir ao epitélio intestinal. Neste caso,
sua permanéncia se da pela agregacgdo a outras bactérias, que por sua vez estdo aderidas
a mucosa entérica.

As espécies do género Lactobacillus que compdem a microbiota das aves sdo
Lactobacillus salivarius, L. fermentum e L. reuteri no intestino delgado; L. acidophilus
no duodeno, jejuno, cecos e cloaca (ANDREATTI FILHO; SAMPAIO, 1999);
Lactobacillus reuteri e L. salivarius no ceco (BARROS et al., 2009).

Bactérias do género Lactobacillus sdo Gram positivas, que se caracterizam em
forma de células longas e delgadas, as vezes podem ser bastbes curtos, na forma de
cocobacillus. Ndo formam esporos e geralmente ndo sdo mdveis, mas quando maoveis
apresentam flagelos. Apresentam desenvolvimento em temperaturas de 2°C a 53°C, mas
com temperatura 6tima de 30°C a 40°C. Geralmente o pH ideal é de 4,5 a 6,4 em meio
acido fraco, cessando o desenvolvimento em pH 3,6 a 4,0, dependendo da espécie.
Apresentam metabolismo fermentativo, produzindo principalmente lactato, podendo
produzir também etanol, didéxido de carbono, formiato e succinato, ndo produzem acidos
volateis com mais de dois carbonos (KANDLER; WEISS, 1986). Essas bactérias
predominam ao longo de todos 0s segmentos do intestino.

As funces benéficas do Lactobacillus sdo de auxiliar a imunidade, ao estimular
a secrecdo de imunoglobulina IgA intestinal (ANDREATTI-FILHO, 2007b). Além disso,
secretam lactato, acetato, succinato e etanol, os quais auxiliam na proliferacdo de outras
bactérias como Veillonella sp., Bacillus sp., Bifidiobacteriuim sp., Bacteriodes sp. Estas,
por sua vez, sintetizam &cidos graxos volateis, diminuem a concentracdo de oxigénio,
reduzem o pH e se aderem a mucosa intestinal limitando a multiplicacdo de bactérias
patogénicas como Escherichia coli, Salmonella sp. e Campylobacter spp. (ITO; MIYAJI;
OKABAYASHI, 2007).

Aproximadamente 30 especies de Bifidobacterium sdo conhecidas (MEILE;
BLAY; THIERRY, 2008). Pertencem ao Filo Actinobacteria, Classe Actinobacteria,
Ordem Bifidobacteriales e Familia Bifidobacteriaceae (LEAHY et al., 2005). Sao
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bactérias Gram-positivas, anaerébios estritos, ndo formadores de esporos, sem flagelos e
apresentam variavel morfologia, com temperatura 6tima para crescimento entre 37 e 41°
C e pH entre 6 e 7 (GOMES; MALCATA, 1999). O seu habitatl natural ¢ o intestino
delgado e grosso, sua populacdo sofre a influéncia de fatores exdgenos como a dieta,
estresse e antimicrobianos (AMIT-ROMACH; SKLAN; UNI, 2004). Digerem
oligossacarideos nédo digeriveis no ceco por meio de fermentacdo, usando-os como fonte
de carbono e energia (GOMES; MALCATA, 1999).

Dentre os efeitos benéficos relacionados aos Bifidobacterium spp. podem ser
apontados o estimulo do sistema imunoldgico devido a ativacdo da proliferacdo dos
macrofagos; auxilio a digestdo e absorcao de nutrientes por agirem nos sais biliares; acdo
inibitdéria a multiplicacéo de patdégenos por produzirem bacteriocinas e reducao do pH do
meio. Também estimulam a producdo de vitamina do complexo B e auxiliam na
restauracdo da microbiota ap0s antibioticoterapia (LEAHY et al., 2005; ANDREATTI
FILHO, 2007a).

Bacteroides pertencem a familia Bacterioidacea, sdo anaerdbios, bastonetes
Gram-negativos, pleomorficos e imdveis. As espécies de maior importancia séo
bacteroides fragilis e Bacteroides thetaiotaomicron. Bacterdides comensais estdo
presentes no ceco e sdo importantes no desenvolvimento, na manutencdo da funcao
normal do intestino e na atividade imune, mas também podem ser um importante agente
patogénico, principalmente quando ha condigdes predisponentes, como lesdo na mucosa
intestinal (HAMPSON et al., 2010).

Garcia et al. (2012) avaliaram a ocorréncia de Bacteroides spp. em fezes de frango
de corte e a suscetibilidade aos antimicrobianos, e observaram a predominancia
Bacteroides fragilis em 45,3%, seguido do B. distasonis em 35,6%, B. vulgatus em 8,9%,
B. ovatus em 2,5% e B. stercoris em 1,3%. Além disso, as amostras tiveram elevada
resisténcia bacteriana, em que 98,5% das amostras foram resistentes a ampicilina, 95,1%
a norfloxacina, 88,2% a tetraciclina e 89,7% foram multirresistentes.

Fusobacterium sdo bacilos fusiformes, anaerébios Gram negativos pertencentes a
familia Bacteroidaceae. Bactérias desse género fazem parte da microbiota normal,
habitando o ceco das aves, mas que assim como Bacterdides, podem ser patogénicas, caso
haja condicGes predisponentes (HAMPSON et al., 2010).

Saccharomyces cerevisiae € um organismo eucariético, pertencente ao reino
Fungi, da classe Hemiascomycetes, ordem dos Endomycetales, familia
Saccharomycetaceae, sub-familia Saccharomycetoideae e género Saccharomyces. E uma

levedura, considerada parte da microbiota benéficas, pois seus extratos sao ricos em
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proteinas, vitaminas, minerais e nucleotideos como o inositol que é um importante
promotor de crescimento (TIBBETTS, 2002).

A mucosa intestinal representa uma extensa area de exposi¢do a agentes exdgenos
que estdo presentes nessa regido a partir do inicio da ingestdo, digestdo e absorcéo de
nutrientes (BLIKSLARGER; ROBERTS, 1997).

Do ponto de vista nutricional a microbiota é responsavel pela retencdo de energia
e nitrogénio, aumenta a absorcdo de vitaminas e minerais, acidos graxos e glicose.
(MAIORKA, 2004). Esta microbiota desempenha importante papel na manutencdo da
salde do hospedeiro (OLIVEIRA et al., 2008) e sua composi¢do pode ser tanto benéfica
quanto maléfica, dependendo da natureza e da quantidade de microrganismos.

O animal hospedeiro e sua microbiota possuem uma relacdo de mutualismo e
patogenicidade (DUMONCEAUX et al., 2016), no entanto o equilibrio da microbiota
intestinal reflete diretamente sobre a saude intestinal, salde geral e desempenho do
animal.

Estudos recentes demonstram que fatores dietéticos que levem a um acumulo de
nutrientes no intestino delgado sdo favoraveis a proliferacdo de bactérias (CASTRO,
2005). Segundo Oliveira et al. (2008), a competicdo entre bactérias e hospedeiro por
nutrientes e a formacao de metabdlitos depressores do crescimento no intestino podem
ter efeitos negativos sobre a mucosa e estruturas das células do intestino.

A microbiota intestinal das aves é composta de inimeras espécies bacterianas,
formando um sistema complexo e dindmico, responsavel por influenciar decisivamente
em fatores microbioldgicos, imunoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos no hospedeiro,
podendo ser modulada pela composicéo da dieta (TANNOCK, 1998). A formacdo desta
microbiota se da imediatamente apds o nascimento das aves e aumenta durante as
primeiras semanas de vida, até se tornar uma populacdo predominante de bactérias
anaerdbias (SILVA, 2000).

Estima-se que noventa por cento da microbiota intestinal seja composta por
bactérias facultativas (aerébicas e anaerdbicas) e produtoras de acido lactico
(Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp), incluindo as bactérias exclusivamente
aerobicas como os Bacteridides spp, Fusobacterium spp e Eubacterium spp. Os dez por
centos restantes desta microbiota intestinal sdo constituidos de bactérias consideradas
nocivas ao hospedeiro, entre estas a Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium spp.

A microbiota tem um importante papel na digestdo e absorcdo dos alimentos
ingeridos pelo hospedeiro. Ela participa do metabolismo dos carboidratos, proteinas,

lipideos, minerais e da sintese de vitaminas. Além desses efeitos fisiol6gicos sobre a
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nutricdo, a microbiota bacteriana também protege o sistema digestério do hospedeiro
contra certas doencas e infec¢des, suprimindo o crescimento de organismos patogénicos
(VISEK, 1978).

2.2  Integridade intestinal das aves

O intestino delgado tem funcdo primordial nos processos de digestdo e de
absorcdo de nutrientes. Desta forma, o estabelecimento precoce da sua capacidade
funcional tem como consequéncia, a eficiente utilizacdo de nutrientes da dieta, favorece
o0 crescimento corporal e faz com que as aves demonstrem seu potencial genético, bem
como a capacidade de resistir a infec¢des e a doencas metabdlicas (UNI; FERKET, 2004).
O elemento funcional do intestino € a mucosa, que pode ser caracterizada como uma
camada permeavel a nutrientes e barreira contra compostos nocivos (OLIVEIRA et al.,
2008).

Embora as porgdes do intestino delgado e grosso apresentem diferencas
morfoldgicas, elas possuem caracteristicas basicas comuns, ou seja, um epitélio colunar
simples, abaixo do qual se encontra uma camada de tecido conjuntivo frouxo denominado
lamina prépria e, finalmente, uma camada delgada de musculo liso, denominada muscular
da mucosa. Este epitélio sofre invaginagdes para o interior da lamina propria em direcéo
a muscular da mucosa, constituindo as criptas, e também se evagina para a luz do 6rgao,
formando expansdes digitiformes denominadas vilosidades. As vilosidades sao revestidas
por epitélio simples, constituido por trés tipos celulares estrutural e funcionalmente
distintos: as celulas caliciformes, os enterdcitos e as células enteroenddcrinas (MACARI,
MAIORKA, 2000).

O desenvolvimento da mucosa pode ser mensurado pelo aumento da altura e
quantidade de vilosidades, o que corresponde a um aumento em ndmero de suas células
epiteliais (MACARI; FURLAN 2005). Esse processo de desenvolvimento da mucosa
decorre de dois eventos citologicos, sendo eles a renovagdo celular (proliferacdo e
diferenciacéo) e a perda de células por descamacao que ocorre naturalmente no apice das
vilosidades (UNI; GANOT; SILAN, 1998).

O aumento na taxa de mitose, com auséncia, diminui¢cdo ou manutencdo da taxa
de extrusdo, proporciona um aumento no nimero de células e, consequentemente, sera
observado um aumento na altura e densidade das vilosidades e microvilosidades,
resultando em uma maior taxa de digestéo e absorcdo. Se o estimulo levar a um aumento

na taxa de extrusdo, havendo manutencdo ou diminuicdo da taxa de proliferacdo, o
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intestino ir4 responder com uma reduc¢do na altura das vilosidades e ocorrerd um aumento
de numero de células da cripta com consequentemente aumento de sua profundidade
(CUNNINGHAN, 1992).

Vérias sdo as vantagens e beneficios alcancados pela manutencdo celular do
intestino, favorecendo os processos de absorcdo, converséo alimentar e reducdo da

mortalidade.

2.3 Aditivos na producao avicola

O mercado avicola representa um dos setores que mais se desenvolve no
agronegocio brasileiro, apresentando altos indices de produtividade, desenvolvimento
tecnoldgico de instalacbes e equipamentos, além de muitos avancos em nutricdo e
sanidade. A avicultura € caracterizada por ser uma industria de producgdo animal intensiva,
devido ao rapido ciclo de producdo, adensamento de animais, advento constante de novas
tecnologias de criacdo e manejo e da qualidade dos produtos destinados ao consumo
humano.

A producao brasileira, mesmo diante a crise relacionada a pandemia do Covid-19,
conseguiu suprir a demanda e intensificou sua producdo neste periodo turbulento, o que
certifica a eficiéncia de fatores relacionados ao agronegécio e a biosseguridade dos
produtos. Assim, o Brasil se destaca como o maior exportador de carne de frango e
terceiro maior produtor mundial em 2021, representando uma parcela de 14% da
producdo global, em média 14,120 milhdes de toneladas em producdo (EMBRAPA,
2021). No mercado internacional, a tendéncia é de exigéncias futuras quanto a adocao de
tecnologias limpas e de sistemas de gestdo ambiental. Dentro do processo produtivo, as
atencdes sdo voltadas para o gerenciamento de residuos e para o uso de ingredientes na
alimentacdo animal que geram menor impacto ambiental, bem como para os animais e
humanos.

Aumenta a cada dia a preocupacdo com a qualidade dos ingredientes e dos aditivos
utilizados nas dietas animais, com uma tendéncia global e irreversivel, considerando que
o consumidor final esta cada vez mais consciente e esclarecido quanto a qualidade de
todos os alimentos. Os aditivos naturais tém sido testados como solucdes visando o
controle de patdgenos, melhora da resposta imune e da salde intestinal, proporcionando

bem estar aos animais, bom desempenho e seguranca alimentar.
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A utilizacdo de modernos sistemas de planejamento, de organizacao e de coordenacao
dos elos de producéo nacional, reflete-se no extraordinario e constante crescimento da
producdo de frangos (ALBINO; TAVERNARI, 2010).

Para que excelentes indices de producdo fossem alcancados, foi necessario aplicar
um conjunto de técnicas relacionadas ao manejo, sanidade e nutricdo que permitissem ao
animal um desenvolvimento compativel com sua genética. Dentro disso, destacam-se
alguns aditivos zootécnicos que proporcionam a manutencdo da saude intestinal e
consequentemente melhora do desempenho.

Visto que a alimentacdo representa em média 70% do custo de produgdo animal, a
utilizacdo de modernos compostos, advindos da biotecnologia, é primordial, pois podem
aumentar a produtividade e/ou reduzir os custos de producdo (ARAUJO et al., 2007).

Em funcdo do constante melhoramento genético aplicado sobre as popula¢fes na
avicultura industrial (MARCATO, 2007) associado com aditivos que melhorem o
desenvolvimento dos animais e sanidade, o resultado sdo mudancas no crescimento das
linhagens disponiveis no mercado brasileiro, como também no desenvolvimento da
carcaca e das partes. Dessa forma, ao longo dos anos, trabalhos tém sido realizados sobre
os efeitos de ingredientes especificos, como aditivos, e a qualidade da carcaca dos frangos
de cortes.

De acordo com Sindicato Nacional da Indudstria de Alimentacdo Animal (1998),
considera-se aditivo destinado a alimentagdo animal, toda substancia, microrganismo ou
produto formulado adicionado intencionalmente a racdo e que ndo seja utilizado
normalmente como ingrediente, tendo ou ndo valor nutritivo, melhorando as
caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal, dos produtos animais ou
melhora no desempenho dos animais sadios. De forma semelhante Rosen (1996) define
aditivos como substancias adicionadas a ragdo em pequenas quantidades, que possuem
funcdo pro nutricional, coadjuvante de elaboracdo ou profilatica, ndo sendo prejudicial ao
animal e ndo deixando residuos nos produtos de consumo, desde que utilizados sob
determinadas normas.

Quando séo utilizados, por exemplo, alimentos alternativos, na maioria dos casos,
se conseguem diminuir os custos com a alimentacédo, entretanto os indices zootécnicos
ficam comprometidos, devido a piora da utilizacdo da energia e/ou proteina destes
ingredientes pelos animais, principalmente pela presenca de fatores tidos como
antinutricionais. Na tentativa de reduzir este comprometimento, alguns artificios séo
utilizados, como a adigdo de Oleos essenciais, prebidticos, probioticos, simbidticos,

acidos organicos, enzimas exdgenas nas dietas, que podem auxiliar de forma direta e/ou
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indiretamente o animal a utilizar mais eficientemente os nutrientes contidos neste tipo de
ingredientes (SCHWARZ, 2002).

2.4 Prebioticos

O termo prebidtico foi empregado para designar um ou grupo de ingredientes
alimentares que ndo sdo digeridos na porcdo proximal do trato gastrintestinal de
monogastricos, proporcionando efeito benéfico no hospedeiro, por estimular
seletivamente o crescimento e/ou a atividade de bactérias benéficas no intestino.

Gibson e Roberfroid (1995) conceituaram estas substancias como “ingredientes
nutricionais ndo digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro estimulando
seletivamente o crescimento e atividade de uma ou mais bactérias benéficas do codlon,
melhorando a saude de seu hospedeiro”. Alguns actcares absorviveis ou ndo, fibras,
alcoois de agUcares e oligossacarideos estdo dentro deste conceito de prebioticos. Destes,
os oligossacarideos (cadeias curtas de polissacarideos compostos de trés a 10 agUcares
simples ligados entre si) tém recebido mais atencdo pelas inUmeras propriedades
prebidticas atribuidas a eles. A mistura de probidticos e prebioticos tem sido referida
como simbidticos e representam uma nova linha de alimentos funcionais animais, que
podem apresentar propriedades benéficas superiores aos antibidticos promotores de
crescimento.

A principal acdo dos prebidticos é estimular o crescimento e/ou ativar o
metabolismo de algum grupo de bactérias benéficas do trato intestinal. Desta maneira, 0s
prebiodticos agem intimamente relacionados aos probidticos, constituindo o “alimento”
das bactérias probidticas. De maneira geral, esses compostos devem apresentar as

seguintes caracteristicas:

e N&o devem ser metabolizados ou absorvidos durante a sua passagem pelo trato
digestivo superior;

e Servir como substrato a uma ou mais bactérias intestinais benéficas, que serdo
estimuladas a crescer e/ou tornarem-se metabolicamente ativas;

e Possuir a capacidade de alterar a microbiota intestinal de maneira favoravel a
salde do hospedeiro;

e Devem induzir efeitos benéficos sistémicos ou na luz intestinal de maneira

favoravel ao hospedeiro.
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Alguns carboidratos, peptidios, proteinas ndo digeridas, varias fibras e vegetais e
lipideos podem ser inseridos no conceito de prebidticos. Entretanto, os carboidratos
denominados de oligossacarideos (cadeias curtas de polissacarideos compostos de 3 a 10
acucares simples ligados entre si) sdo 0s que mais se enquadram na definicdo e nas
carcteristicas desse aditivo.

Ferreira e Astolfi-Ferreira (2006) e Quintero Filho (2014) relatam que o0s
prebidticos sdo compostos de grande interesse na area avicola quando utilizados na forma
de aditivos, representando uma alternativa promissora. As principais fontes de prebidticos
sdo alguns acucares, absorviveis ou ndo, fibras, peptideos, proteinas, alcoois de agucar e
oligossacarideos de cadeia curta, especialmente os frutoligossacarideos (FOSs),
galactoligosacarideos (GOSs) e mananoligossacarideos (MOSs) (MACARI; FURLAN,
2005), que selecionam as bactérias benéficas ao animal, favorecendo seu crescimento em
detrimento do desenvolvimento de bactérias indesejaveis, como Salmonella sp.,
Clostridiun sp. e Escherichia sp., por diferentes vias (DONALSON et al., 2007; LJI;
TIVEY, 1998). Um prebidtico amplamente estudado e usado na producdo avicola é a
parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae, rica em oligossacarideos alfa-
manose e beta-glicose (KOGAN; KOCHER, 2007), composta de um complexo de
estrutura de manose fosforilada, glicose e proteina (MOS). O MOS atua na selecédo de
bactérias no intestino de aves por meio de alguns mecanismos, podendo aderir as bactérias
patogénicas e impedindo-as de iniciar um processo de colonizacdo, ou de modular e
preparar o sistema imunolégico, para proteger contra um processo infeccioso,
impossibilitando a adesdo de bactérias patogénicas a parede intestinal e eliminando-as
junto com o bolo fecal (COTTER, 1994; PELICIA, 2004).

Verificando as respostas imunes de frangos recebendo MOS na dieta Spring e
Pirvulescu (1998) encontraram um aumento na resposta de macr6fagos e um aumento de
aproximadamente 25% nos niveis de imunoglobulina A (IgA). Por outro lado, ha relatos
da falta de efeito dos prebioticos sobre a resposta humoral, como observado por Nunes,
(2008), que, ao avaliar os efeitos de diferentes aditivos, entre eles, a resposta imune
humoral de frangos de corte, ndo observou diferencas significativas aos 42 dias de idade
para a resposta vacinal contra o Newcastle. Melhorias no desempenho das aves tém sido
descritas e também desafiadas com o uso de MOS em dietas. Alguns autores, trabalhando
com probidticos e prebidticos, obtiveram uma melhora no desempenho de frangos de
corte com o uso desses aditivos (FRITTS et al., 2000; SARTORI et al., 2007; STANLEY;
GRAY; CHUKWU, 1996). No entanto, Lima et al. (2003) ndo encontraram efeitos

significativos da adicdo de probidtico na dieta de frangos de corte sobre 0 desempenho.
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Loddi et al. (2000) verificaram que a suplementacdo prebiotica influenciou
negativamente o peso corporal, ganho de peso e consumo de racdo de aves. Por outro
lado, Dimovelis et al. (2003), Garcia et al. (2004) e Ribeiro et al. (2010) observaram
melhoria no desempenho apds a inclusdo de MOS associada ou nédo a 4cidos organicos
para galinhas poedeiras. Ao avaliar os efeitos do melhor nivel de inclusdo de MOS sobre
a dieta de codornas japonesas em producdo, Lemos et al. (2014) também observaram
melhoria no desempenho de aves alimentadas com 1,5 kg/tonelada quando comparadas
ao controle (sem incluséo de prebidtico).

Melhora na integridade intestinal de frangos de corte e aves poedeiras tém sido
relatadas em varios estudos que mostraram o efeito benéfico do uso da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae no desenvolvimento de vilosidades intestinais com aumento
da altura das vilosidades nos trés segmentos do intestino que pode ser revertida na melhor
absorcdo de nutrientes com consequente melhora no desempenho e qualidade dos
produtos finais de frangos e poedeiras (MACARI; FURLAN, 2005; MACARI;
MAIORKA, 2000; YANG et al., 2007). Essa capacidade do MOS em expandir a area de
absorcdo intestinal € um dos fatores predisponentes para a melhoria da qualidade da casca
do ovo, uma vez que, segundo Kruger et al. (2003) e Zafar et al. (2004), quando a MOS
atinge o intestino grosso, é fermentada pela microbiota intestinal e convertida em acidos
graxos de cadeia curta, o que causaria hipertrofia das células da mucosa intestinal,
aumentando a superficie de absorcdo. Segundo Suzuki e Hara (2004), a inclusdo de
oligossacarideos também pode resultar em aumento da absorcdo de calcio no intestino
delgado pela via paracelular, por meio de estimulacdo direta no epitélio do intestino
delgado, consequentemente melhorando a qualidade da casca.

O uso de prebidticos como aditivos na alimentacdo de frangos de corte e
poedeiras, especialmente a MOS, tornou-se uma alternativa natural, substituindo o uso
indiscriminado de antibi6ticos, além de promover dois pilares da avicultura hoje em
producdo: biosseguranca e sustentabilidade. Essa tecnologia é baseada em processos
preventivos que atuam através de diferentes mecanismos visando ndo apenas a
manutencdo da saude intestinal, mas também um melhor status imunoldgico das aves,
promovendo resultados em seu desempenho produtivo e/ou qualidade de ovos, além da
ativacdo de seu sistema imunoldgico.

E importante salientar que os prebi6ticos exercem uma importante funcdo de
estimular o crescimento de diversas bactérias intestinais benéficas, cujos metabolicos
atuam, também, reduzindo o pH atraves do aumento de quantidade de &cidos organicos

presentes nos cecos. Por outro lado, atuam bloqueando os sitios de aderéncia
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(principalmente a D-Manose), imobilizando e reduzindo a capacidade de fixacdo de
algumas bactérias patogénicas na mucosa intestinal.

O uso dos oligossacarideos pode reduzir o crescimento de diversas bactérias
intestinais, patogénicas ou ndo, pela reducédo do pH, devido ao aumento da quantidade de
acido lactico presente nos cecos (CHOI; NAMKUNG; PAIK, 1994). Algumas bactérias
podem reconhecer sitios de ligacdo nos oligossacarideos, como sendo da mucosa
intestinal, reduzindo-se a colonizacdo intestinal por bactérias patogénicas. Isto feito, além
da menor incidéncia de infecgdes, teremos a mucosa intestinal inteiramente apta as suas
funcOes de secrecdo, digestdo e absorgédo de nutrientes (1JI; TIVEY, 1998). Especula-se
que os oligossacarideos possam atuar também estimulando o sistema imune, através da
reducdo indireta da translocacédo intestinal por patdgenos, que determinariam infeccbes
apos atingir a corrente sanguinea (MONSAN; PAUL, 1995; 1JI; TIVEY, 1998).

Monsan e Paul (1995), demonstraram que com o equilibrio proporcionado pelos
oligossacarideos a microbiota intestinal, este pode se traduzir em maior ganho de peso
em animais. Entretanto, paralelamente ao aumento no ganho de peso corporal em frangos
de corte e perus, o uso de alguns oligossacarideos pode proporcionar aumento no
consumo de ragdo, redundando em uma conversdo alimentar ndo significativamente
eficiente (1JI; TIVEY, 1998).

2.4.1 Prebibticos a base de leveduras

Os co-produtos derivados da fermentacdo alcodlica da producdo de etanol de
cana-de-acucar vem sendo estudados desde o final dos anos 70, quando houve a criacdo
do Programa Nacional do Alcool (Proalcool) um estimulo ao desenvolvimento da
producdo de etanol em larga escala, alavancando o beneficiamento do creme de leveduras,
como um de seus principais co-produtos.

Ao longo das décadas de 70 e 80, diversos trabalhos zootécnicos foram realizados,
porém, tendo como Unico objetivo viabilizar as leveduras como um ingrediente
nutricional alternativa a fontes de proteinas tradicionais como o farelo de soja. Com isso,
até o inicio dos anos 90, as leveduras permaneceram “esquecidas”, tendo seu uso
viabilizado na alimentag&o animal apenas quando o custo se tornava interessante em
funcdo de sua composicao nutricional.

A partir dos anos 90, o crescente interesse por parte dos produtores de ragao para
criacdo de camardes e para o desmame de leitdes, tanto da Europa como da Asia, fez com

que as usinas brasileiras produtoras, adequassem seus procedimentos industriais,
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buscando processar as leveduras de maneira a garantir produtos com alta qualidade,
possibilitando o crescimento do mercado.

Leveduras sdo microrganismos unicelulares, pertencentes a classe Ascomycetos,
que se reproduzem sexuada ou assexuadamente por brotamento ou cissiparidadee, dentre
as culturas existentes, destaca-se a Saccharomyces cerevisiae que geralmente possui um
formato elipsoidal, variando de 5 a 10 um no diametro maior e 1 a 7 um no diametro
menor, sendo seu tamanho aumentado conforme a idade da célula. As médias de volume
celular sdo de 29 ou 55 um?® para células haploides ou diploides, respectivamente
(WALKER, 1998). Apresentam membrana celular definida, pouco espessa em células
jovens e rigidas em células adultas e seus constituintes macromoleculares compreendem
em proteinas, glicoproteinas, polissacarideos, polifosfatos, lipideos e acidos nucleicos.

As leveduras apresentam em sua composicdo quimica basica: de 33,0 a 46,0% de
carboidratos, 38,0 a 50,0% de proteinas, 3,0% de bases nitrogenadas, 1,0% de amoénia,
2,0% de lipideos e esterdis, 6,0 a 8,0% de nitrogénio (MARTINS; HORII; PIZZIRANI-
KLEINER, 1997) e de 5,0 a 10,0% de minerais, sendo o potéssio e o fosforo seus
principais componentes, além do calcio, magnésio, sodio e enxofre na forma de sulfitos
(GAMBOA, 2008). Contém também, elevado teor de nitrogénio ndo proteico (20,0 a
30,0% do nitrogénio total) representado basicamente por acidos nucleicos (8,0 a 12,0%
do nitrogénio total). O seu nivel de lipideos (2,0 a 7,0%) varia em funcao do substrato
utilizado para o crescimento (BUTOLO, 1997). E rica ainda em vitaminas do complexo
B, especialmente tiamina, riboflavina, niacina e acido pantoténico e em ergosterol, o que
a torna excelente fonte de vitamina (GAMBOA, 2008).

O aproveitamento da biomassa da levedura pode ser feito integralmente (ativa e
inativa), ou apenas por alguns dos seus componentes como produtos derivados da parede
celular e também do contetdo celular. As células integras e a parede celular sdo utilizadas
principalmente na alimentacdo animal, enquanto o extrato de levedura vem sendo
utilizados de longa data na formulacdo de produtos para humanos, como complemento
nutritivo e flavorizante.

Recentemente, a levedura tende a ser fortemente explorada, através do isolamento
de seus principais componentes como as enzimas invertase e lactase, nucleotideos,
proteinas (manoproteinas), polissacarideos (glucana e manana), além de lipideos
(fosfolipidios e ergosterol) (GAIOTTO, 2005). Esse fracionamento também tem atraido
pesquisadores com vistas ao uso especifico e na formulacdo de produtos com
propriedades funcionais diferenciadas (VILEL; SGARBIERI; ALVIM, 2000).
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Foi desenvolvido um método de fracionamento completo da biomassa de
levedura e isolamento de vérios componentes como invertase, fosfolipidios, ergosterol,
glucanas, mananas e glicoproteinas. Métodos para isolamento do &acido ribonucleico de
levedura e sua conversdo em nucleotideos e nucleosideos ja foram estabelecidos e sdo
amplamente utilizados assim como os componentes daparede celular, A suacomposicéo
de parede celular éricaem betaglucanas (50 a 60%) e mananoligossacarideos (30 a40%)
e comumente utilizada na nutricdo das aves, pois parecem ter impacto no sistema
imunolégico, no estimulo do desenvolvimento da mucosa e habilidade em prevenir a
colonizagdo de bactérias patogénicas, principalmente Salmonella spp e E. coli, no trato
gastrointestina  (BARBALHO, 2009). De acordo com Fairchild et a. (2001), os
mananoligossacarideos agem como sitio de aderéncia de alta afinidade para bactérias
patogénicas com fimbrias manose-especificas ou tipo 1, impedindo-as de aderirem as
células intestinais, fazendo com que se movam pelo intestino sem colonizé-lo.

Nafigura 1 as setas indicam a diferenga na concentragdo de B-glucanas de duas
paredes celulares de leveduras. A parte mais escura da parede celular ImmunoWall® de

fermentacdo de etanol, indica uma densidade maior das 3-glucanas.

Parede celular da levedura
de fermentacdo primdria

ImmunoWall®

500 nm

Figura 1: Imagem por microscopia de luz obtida na Electron Microscopy Facility, Cellular & Molecular
Medicine, University of California San Diego — 2016

Existe uma longa lista de aditivos que atuam diretamente sobre as bactérias
patogénicas ou, indiretamente, modulando a microbiota e a resposta do sistema
imunologico e melhorando a integridade intestinal do hospedeiro. A parede celular de
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levedura (Saccharomyces cerevisiae) é uma das solucdes que podem auxiliar no controle
de Salmonella, reduzindo a contaminacao e prevenindo o problema.

Existe uma preocupacao global com a qualidade dos ingredientes e aditivos
usados nas ra¢des de animais, uma vez que o consumidor final tem consciéncia da relagéo
entre “nutri¢ao e saude”. Mesmo com o aumento da seguranga e do manejo, a Salmonella
continua sendo uma das principais causas de intoxicacdo alimentar no mundo, e a
salmonelose é considerada um grande problema de salde publica. Portanto, oferecer
produtos seguros, como alimentos livres de Salmonella, aos consumidores finais é um
dos principais objetivos da tecnologia de producdo de alimentos.

Com base neste conceito, a parede celular de levedura obtida através da
fermentacdo da cana de acUcar para producdo de etanol se destaca de outros produtos,
pois € composto por uma densa parede celular de Saccharomyces cerevisiae e possui altas
concentragdes de mananoligossacarideos (MOS) e B-glucanas (BG), o que o torna um
produto com resultados comprovados e Otima relacdo custo-beneficio. MOS séo
conhecidos por sua capacidade de aglutinar patdgenos; evitam a colonizacéo do patégeno
no intestino, pois oferecem um sitio de ligacdo a bactérias que possuem fimbrias tipo 1
presentes no trato intestinal e sdo excretadas posteriormente com o material fecal.

As B-glucanas presentes modulardo a resposta imune dos animais, pois sdo
estimulantes naturais do sistema imune inato. Quando as células fagociticas entram em
contato com as B-glucanas, essas células sdo estimuladas e as citocinas sdo produzidas. A
produgdo de citocinas desencadeard uma “reagdo em cadeia”, induzindo um maior status
imunol6gico nos animais, tornando-os com uma melhor capacidade de resistir as
infeccdes oportunistas. Assim, a suplementacdo com parede celular de levedura garante
que as aves mantenham o equilibrio da microbiota intestinal e melhorem as respostas do
sistema imunoldgico, resultando na reducdo da contaminacdo e transmissdo de bactérias
patogénicas para outros 6rgaos do corpo.

As leveduras podem ser obtidas a partir do processo de fermentacdo primaria de
etanol, cerveja ou de panificacdo. A parede celular de levedura de cana de agUcar se
destaca, pois é produzido em um ambiente desafiador durante o processo de fermentacdo
da cana-de-agucar para obtencdo de etanol. Durante o processo fermentativo para a
producdo de etanol a levedura passa por numerosos ciclos, o que torna a parede celular
muito mais densa, resultando em um maior teor de carboidratos e menor teor de gordura,
tornando-a menos digestivel no trato intestinal.

A tecnologia de processo desta parede celular envolve condicdes agressivas

durante a fermentacdo do etanol, o que forca a levedura a se proteger e, portanto, a
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fortalecer sua parede celular. As -glucanas sdo como um “esqueleto” da parede celular,
desta forma, ¢ importante observar a relagdo entre as f-glucanas e os MOS para medir
sua eficiéncia. Quanto maior a concentragao de B-glucanas, menor a degradacéao da parede
celular no trato gastrointestinal e, portanto, melhor sua eficiéncia como “fibra funcional”.
Esta parede celular tem uma razdo BG:MOS proxima de 2:1, enquanto as paredes
celulares de levedura primarias tém uma razdo BG:MOS de 1:1.

Considerando a pressdo por parte dos consumidores em todo mundo, a
comunidade cientifica e as agéncias reguladoras internacionais, para remover ou diminuir
0 uso de melhoradores de desempenho e o0 uso racional da forma terapéutica na produgéo
animal, buscam manter a producéo versus seguranca alimentar, o que tem sido um grande
desafio. De acordo com a OMS, cerca de 600 milhdes, ou quase 1 em cada 10 pessoas no
mundo, adoecem depois de consumir alimentos contaminados. Destas, 420 mil pessoas
morrem, incluindo 125 mil criangas com idade inferior a 5 anos. No Brasil, de 2007 a
junho de 2016, 90,5% dos casos de doencas transmitidas por alimentos foram provocados
por bactérias, sendo que os sorotipos mais encontrados foram a Salmonella spp (7,5%),
seguida por Escherichia coli (7,2%) e Staphylococcus aureus (5,8%).

O impacto dos antibidticos na microbiota do intestino tem sido mais recentemente
investigado e pesquisadores mostraram que, além de alterar a composicdo da microbiota,
o0s antibidticos também afetam a expressdo génica, a atividade proteica e 0 metabolismo
geral da microbiota intestinal. As altera¢cGes microbianas causadas por antibiéticos, além
de aumentar o risco imediato de infeccdo, também podem afetar a homeostase
imunoldgica basica em longo prazo.

Com esta nova realidade, € imprescindivel que a cadeia produtiva se adapte e
aplique um rigoroso plano de manejo, salde e nutricdo, pois a transmissdo pode se dar
pela racdo, ambiente ou ainda vertical (da matriz para o frango/poedeira), por isso o
manejo adequado é essencial neste controle.

A parede celular de levedura Saccharomyces cerevisiae é uma das solugdes que
podem ajudar no programa de controle de patégenos, uma vez que é uma solucdo natural
que reduz a contaminag&o e previne o problema.

Diversos outros estudos provaram a eficacia da parede celular de levedura em
reduzir a contaminacdo de patdgenos nas aves e ovos (HOFACRE et al., 2017);
(FERREIRA et al., 2014), mortalidade e melhorar o desempenho produtivo (BONATO
et al., 2016; KOIYAMA et al., 2018; RIVERA et al., 2018), principalmente sob desafio.
N&o existem aditivos alimentares que possam suprir problemas com manejo, plano

sanitario, vacinacdo, nutricdo, qualidade de &gua, entre outros. Os aditivos sdo
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ferramentas que podem ajudar no controle e prevencdo. A producdo animal intensiva é
um ambiente altamente desafiador, assim o fortalecimento do sistema imunologico pode
ser uma das chaves para maior produtividade.

A ligacdo entre qualidade, valor nutricional e seguranga alimentar € uma tarefa
que tem exigido muita pesquisa pelas industrias para garantir a satide publica. A producéao
de aves é um ambiente desafiador onde a seguranca alimentar comeca na fazenda e é
possivel controlar patdgenos sem o uso de antibioticos como promotores de crescimento.
No entanto, é de suma importancia que os produtores, que sdo o primeiro elo na cadeia
de producédo, se comprometam, pois esta comprovado que a reducdo de patdégenos no
campo contribui significativamente para reduzir o risco de doencas transmitidas por
alimentos devido a contaminagdo bacteriana.

Rutz et al. (2006), ao utilizarem extrato de levedura na incluséo de 2% na dieta
pré-inicial (1 a 8 dias de idade) de frangos de corte, observou resultados positivos para as
aves suplementadas, quando comparadas com aves controle (sem suplementacao).
Similar resultado foi observado por Tibbetts (2002).

Spring et al. (2000) avaliando a utilizagdo do contetdo celular de leveduras em
racbes de suinos na fase de crescimento, verificaram uma melhora na viabilidade e no
desempenho dos animais alimentados com extrato de leveduras comparando com dietas
sem 0 uso de quaisquer antibidticos. Demonstrou-se assim, a presenca de componentes
que agem no sistema imune e, dessa forma, podem ser uma alternativa em situacées em
que se necessita do fornecimento de racBes sem antibiéticos como promotores de
crescimento.

Dados de uso de levedura como substituto ao antibidtico foram pesquisados por
Grigoletti et al. (2002) ao suplementarem frangos de corte com niveis crescentes de
levedura (0; 0,15; 0,45 e 0,60%). Os autores observaram que, para as condi¢des do
experimento, a levedura pode substituir os antibiéticos sem perda no desempenho e indice

de eficiéncia produtivo.

25 Probidticos

O conceito moderno de probidtico foi definido por Fuller (1989) como sendo “um
suplemento alimentar constituido de microrganismos vivos capazes de beneficiar o
hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal”. Mais tarde, o0 mesmo autor
considerou que, para serem assim definidos, “os microrganismos deveriam ser produzidos

em larga escala, permanecendo estaveis e viaveis em condi¢des de estocagem, serem
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capazes de sobreviver no ecossistema intestinal, possibilitando ao organismo o0s
beneficios de sua presenga”.

Para ser considerado um probioticos, uma ou mais cepas especificas devem agir
como auxiliares na recomposi¢gdo da microbiota intestinal dos animais, diminuindo a
ocorréncia dos microrganismos patogénicos ou indesejaveis. As bactérias mais
comumente utilizadas na sua composicdo sdo Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus, Bacillus, Streptococcus e algumas espécies de leveduras como a
Saccharomyces. As bactérias produtoras de é&cido latico encontradas em grandes
quantidades no intestino de animais saudaveis sdo as mais empregadas na producdo
desses aditivos. Contudo, ainda ndo é conhecida uma composicao ideal de probiotico,
mas a eficacia do mesmo é estritamente dependente da quantidade e das caracteristicas
das cepas bacterianas utilizadas na sua elaboragéo.

Aparentemente, quanto maior o nimero de espécies bacterianas utilizadas, mais
efetivo sera o probidtico. Nas misturas contendo mais de 20 espécies, a protecao tende a
ser ainda mais efetiva em manter o equilibrio da microbiota intestinal. As culturas
definidas procuram combinar diversas espécies de bactérias que mostram acao sinérgica
“in vitro”. Estas combinagdes variam de 28 até 65 espécies bacterianas. Ha necessidade
que as bactérias sejam hospedeiro-especificas, a fim de que a maxima eficacia do produto
seja atingida. Assim, bactérias com acao probidtica em suinos pode ndo ter acdo em aves
Ou outras espeécies.

Para que um suplemento seja classificado como probi6tico ele deve apresentar
algumas caracteristicas, como: resisténcia as enzimas digestiveis e ao pH acido do
estdmago, ser uma cultura viva (bactéria ou levedura), ter capacidade de manutencao de
sua viabilidade ap6s estocagem e ter condi¢fes de permanecer no ecossistema intestinal.

Spring et al. (2000) citam outros aspectos funcionais como tolerancia a atividade
de hidrélise dos sais biliares, atividade antioxidante, producdo de compostos
antimicrobianos, capacidade de reduzir patdgenos aderidos na superficie das células
intestinais e habilidade de modulacéo da resposta imune. Dentre os aspectos tecnoldgicos
importantes estdo a capacidade de espécies probioticas de resistirem as condicfes de
producéo industrial e de sobreviverem na formulacéo final do produto, além da habilidade
das culturas em conservarem sua funcgdo no trato gastrintestinal e coexistirem com a
microbiota prépria do hospedeiro.

Segundo Santos e Turnes (2005), o emprego dos probidticos na nutricdo animal
n&o introduz nenhuma substancia desconhecida no trato gastrointestinal, nem leva a riscos

de contaminacdo das carcagas ou em introduzir compostos perigosos na cadeia alimentar.
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No entanto, de acordo com O’Toole e Cooney (2008), previamente ao uso comercial, 0s
microrganismos probidticos devem ser submetidos a diferentes testes para o
reconhecimento de sua seguranca como aditivo alimentar para humanos e animais.

De maneira geral, os probidticos contribuem para as caracteristicas produtivas dos
animais, resultantes da criagdo de uma barreira intestinal fisica e quimica as bactérias
patogénicas e suas toxinas para que o trato digestorio esteja em condi¢Ges adequadas para
uma adequada digestdo dos componentes da dieta e absor¢do dos nutrientes. Importante
ainda considerar que para uma melhor eficiéncia, a adicdo as racfes deve ser ja nos
primeiros dias de vida do animal, para que tenham capacidade de modular beneficamente
a microbiota intestinal e contaminar beneficamente ndo apenas 0s animais, mas todo o
ambiente criatdrio. A utilizacdo desses produtos, particularmente na fase inicial da vida
dos leitBes e anteriormente a periodos de estresse, como o desmame, contribui para a
manutenc&o da flora nativa do intestino delgado.

Existem probio6ticos com composicdes distintas e, mesmo aqueles pertencentes a
mesma espécie de microrganismos, podem ser de diferentes cepas. Assim, é importante
que as bactérias sejam hospedeiro-especificas para que um melhor efeito seja obtido, uma
vez que em locais especificos no trato gastrointestinal estdo presentes grupos de
microrganismos caracteristicos, como bactérias bifidas predominantes no colon e
lactobacilos predominantes no intestino delgado, que modulam a microbiota, através de
seus produtos metabdlicos (FERREIRA, 2001).

As bactérias com capacidade probidtica, quando isoladas do seu habitat natural,
cultivadas ou liofilizadas, podem perder determinadas propriedades, contribuindo para
esclarecer a ineficiéncia de alguns produtos probidticos. No entanto, acredita-se que
quanto melhores forem as condi¢Bes sanitarias, menor estresse para 0 animal e mais
equilibrada for a microbiota intestinal, menor seréa o efeito desses aditivos. Isto implica
dizer que as condig¢des sanitarias de uma granja € o ponto fundamental quando da tomada
de uma decisdo sobre o0 uso de um complexo bacteriano probioético.

Os Lactobacillus sdo largamente utilizados como probioticos, dentre eles,
destacam-se o L. acidophilus L. brevis L. bulgaricus L. casei L. cellobiosus L. curvatos
L. plantarum L. delbruekii L. farciminis L. fermentum L. lactis L. rhammnosus L. reuterii
L. salivarius. Assim, varios estudos tém sido realizados para comprovar o efeito desses
microrganismos na saude intestinal.

Ao tratar aves experimentalmente desafiadas com Salmonella Enteritidis
inoculadas in ovo, com microbiota cecal indefinida, microbiota cecal indefinida diluida e

Lactobacillus salivarius, Andreatti Filho et al. (2006) observaram que todas as aves,
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independente do tratamento, apresentaram bacteriologia positiva para Salmonella no
ceco. Porém no figado, os tratamentos tiveram diferencas, as aves tratadas com
microbiota cecal indefinida foram 18% positivas, as tratadas com microbiota cecal
indefinida diluida foram 58% positivas e nas aves tratadas com Lactobacillus salivarius,
Salmonella spp. ndo foi detectada e concluiram que o L. salivarius impediu a migracao
para o figado.

Em estudos com L. reuteri e L. salivarius isoladas dos cecos de galinhas foi
comprovada a capacidade de inibi¢do in vitro da Salmonella Enteritidis fagotipo 4,
Salmonella Enteritidis fagotipo 28, Salmonella Typhimurium, Salmonella Pullorum,
Salmonella Agona, Salmonella Anatum, Salmonella Dublin e Salmonella Senftenberg
(BARROS et al., 2009).

Westphal et al. (2011) usaram Lactobacillus sp. adicionado a agua, como
probidticos para reducdo de Salmonella entérica, variedade minnesota, tendo observado
que o probidtico foi capaz de reduzir 51,1% a excrecdo cecal de Salmonella spp. No
trabalho desenvolvido por Zanini et al. (2012) utilizando 6leo de aroeira vermelha em
substituicdo ao antibidtico promotor do crescimento, obtiveram maior quantidade de
Lactobacillus Acidophilus, melhorando a salde intestinal.

Segundo Toledo, Rocha e Farias (2009), as espécies de Bifidobacterium
recomendados pelo potencial acdo como probidticos sdo B. bifidum, B. breve, B.
thermophilum, B. lactis, B. longum, B. animalis, B. infantis e B. adolescentis.

Em estudo com prebidtico contendo oligassacarideo, probidtico contendo
Bifidobacterium latis e os dois associados, Jung et al. (2008) observaram o aumento das
bactérias benéficas, nas aves que foram alimentadas com o prebidtico contendo
oligossacarideo, mas que a combinacédo do prebidtico com o probidtico aumentou o efeito
benéfico, por aumentar a concentracdo das bactérias em até 21 vezes mais. Porém néo
houve diferenca significativa para os parametros zootécnicos testados, o que ndo invalida
a importancia da estratégia de combinar prebidticos e probioticos, com o intuito de
melhorar a microbiota intestinal.

Estudos com probidticos utilizaram a associagdo desses microrganismos de
maneiras diferentes, geralmente com Lactobacillus e Bifidobacterium. Fonseca et al.
(2010) utilizaram um probi6tico contendo L. bulgaricus, L. acidophillus, L. rhamnosus,
Enterococcus faecium, Bifidobacterium bifidus e Streptococcus thermophilus e puderam
observar que o pH do limen cecal baixou, a0 mesmo tempo em que houve reducgédo de
enterobactérias e também aumento no comprimento dos vilos do ileo. Da mesma forma,

leitbes recém desmamados e recém nascidos alimentados probidticos dos géneros
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Lactobacillus, Streptococcus e Bacillus, apresentaram melhora no desempenho de
crescimento e saude geral (CHEN et al., 2005; REITER et al., 2006).

Barbé, Sacy e Hocke (2018) conduziram uma interessante pesquisa com 208
pintos de 1 dia de idade, da linhagem Ross, e estudaram o desempenho e caracteristicas
do trato digestorio, com o uso de Levucell SB (Saccharomyces cerevisiae boulardii). Os
resultados permitiram concluir que o ganho de peso e a conversdo alimentar foram
significativamente melhores com o uso do produto testado. O ganho de peso foi de 3% e
4% superior, para as fases inicial e final, respectivamente, enquanto o consumo de ragéo
foi 7% a menos, quando do uso do Levucell SB (Saccharomyces cerevisiae boularditi),
durante todo periodo experimental, em relacdo ao grupo de frangos que nédo recebeu a

suplementacédo de Levucell SB (Saccharomyces cerevisiae boulardii)..

2.5.1 Modo de ac¢do dos probibticos

Os resultados zootécnicos e econdmicos positivos do uso de “promotores de
crescimento antibidticos” de uso continuo se assemelham aos dos probidticos.
Considerando, apenas, suas acdes preventivas sobre pequenas e frequentes infeccGes
intestinais que interferem sobre a digestdo e absorcdo de alimentos. Estas infeccdes
intestinais alteram o metabolismo do hospedeiro, através do aumento de atividade do
sistema imune da mucosa intestinal, liberando citocinas na circulagdo geral. Ocorre
aumento na taxa metabdlica basal, aumentando os niveis de degradacdo de proteina e
reduzindo a sintese proteica. O aumento da taxa de atividade metabolica reduz a energia
metabolica disponivel para o crescimento, e consequentemente a eficiéncia alimentar.

Segundo Fox (1988) e Jin et al. (1997) os probidticos agem por exclusdo
competitiva, ou seja, aderem a sitios especificos localizados no epitélio intestinal
diminuindo assim, a coloniza¢do por microrganismos patogénicos. Este mecanismo de
exclusdo competitiva ndo esta totalmente esclarecido, mas através de varias pesquisas
pode-se levantar algumas formas de atuacao dos probidticos:

e Dentro do intestino, os microrganismos do probidtico realizam uma répida
metabolizacdo de substratos, que por ficarem indisponiveis aos patégenos,
impedem sua proliferacéo;

e Provocam reducdo no pH intestinal, através da producéao de acido latico, tornando
0 meio improprio para a multiplicacdo de agentes patogénicos;

e Podem secretar proteinas (bacteriocinas) que possuem acgdo inibidora ou

destrutiva contra uma cepa especifica de bacteria;
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e As bactérias produtoras de &cido latico podem estimular a producéo de anticorpos
e a atividade fagocitica contra patdégenos no intestino e em outros tecidos do
Ccorpo;

e Tem-se 0 aumento de atividade enzimatica no trato gastrointestinal, devido as
bactérias benéficas;

e Ocorre 0 aumento da area de absorcao do intestino delgado.

A competicdo por sitios de ligacdo é um conceito que ficou conhecido também
com o nome de “Exclusdo Competitiva”. As bactérias probidticas ocupam sitios de
ligagéo (receptores ou pontos de ligacdo) na mucosa intestinal formando uma barreira
fisica as bactérias patogénicas. E necessario em torno de 40 bactérias para recobrir a
superficie de uma célula intestinal. Assim, as bactérias patogénicas sdo excluidas pela
competicéo.

As bactérias presentes nos probidticos produzem &cidos graxos volateis de cadeia
curta que deixam um pH e/ou um ambiente quimico desfavoravel as bactérias
patogénicas, especialmente com relacdo ao Campylobacter, Clostridium e Salmonelas.
Produzem também peroxido de hidrogénio, sulfito de hidrogénio e bacteriocinas
(antibidticos bacterianos de acdo local) que inibem o crescimento de patdgenos
intestinais. Algumas bactérias secretam enzimas como a b-glucoronidase e hidrolases de
sais biliares que liberam compostos como acidos biliares com acéo inibitoria sobre outras
bactérias.

A nutricdo dessas bactérias probidticas ocorre através de nutrientes presentes nos
ingredientes que ndo foram total ou parcialmente degradados pelas enzimas digestivas
normais ou que foram intencionalmente adicionados a dieta. Estas substancias,
intencionalmente adicionadas, sdo conhecidas como prebi6ticos e serdo mais detalhados
adiante. A competicdo por nutrientes ndo ocorre entre a ave e a bactéria; e sim entre as
bactérias intestinais por seus nutrientes especificos. A escassez destes nutrientes
disponiveis na luz intestinal que possam ser metabolizados pelas bactérias patogénicas é
um fator limitante de manutencdo das mesmas neste ambiente. Ou ainda, pode-se
“alimentar” qualitativamente as bactérias probioticas intestinais em detrimento das
patogénicas.

As bactérias probidticas tém a capacidade de modulacdo de respostas imunes
sistémicas aumentando o nimero e a atividade de células fagociticas do hospedeiro. O
animal, simplesmente, ndo consegue sobreviver se ndo desenvolver uma microbiota

intestinal normal. O trato intestinal de todos os animais € o Orgdo com maior
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responsabilidade no desenvolvimento de imunidade geral inespecifica. Diferentemente
de todas as outras espéecies animais, as aves ndo apresentam linfonodos. Seus 6rgaos
linféides estdo espalhados ao longo do trato intestinal.

Através do estimulo imunolégico de mucosa, ha a producdo de anticorpos tipo
IgA que bloqueiam os receptores e reduzem o numero de bactérias patogénicas na luz
intestinal. O estimulo imune, também, produz ativacdo de macréfagos, proliferacdo de
células T, producdo de interferon, entre outros. Assim, ha aumento da imunidade de
mucosas refletindo em maior resisténcia a problemas respiratorios.

Vérias acOes intestinais dos probidticos podem ser classificadas como
“nutricionais”, podendo a microbiota atuar tanto no metabolismo intermediario quanto no
final. No primeiro caso, atua sobre substratos que as enzimas naturais das aves nao agem,
produzindo substancias que s&o absorvidas ou secundariamente metabolizadas,
melhorando o aproveitamento dos alimentos e reduzindo a excre¢do de nutrientes. No
segundo caso, atua na transformacédo de substancias que, de alguma forma, interferem
com o rendimento animal.

Uma vez mais, & importante ressaltar que 0s microrganismos probidticos
produzem acidos graxos volateis de cadeia curta (propidnico, acético e, principalmente
butirico) que podem ser utilizados como fonte de energia para as células epiteliais, na
sintese de poliaminas, esperminas e espermidinas; substancias estas que estdo associadas
com os acidos nucleicos celulares na divisdo celular e sintese proteica. As bactérias
probioticas reduzem a producdo de amoniaco e auxiliam na eliminacdo de aminas

biogénicas toxicas, atuam na producdo de vitaminas do complexo B.

2.6 Fitogénicos, fitobidticos ou nutracéuticos

As plantas medicinais comecaram a ser utilizadas em terapias medicinais pelos
chineses ha 5.000 anos, por volta de 1550 a.C., e 0s egipcios as usavam para preservagao
de alimentos e em cerimdnias de mumificacdo (DAVIDSON; NAIDU, 2000). No entanto
as primeiras evidéncias cientificas que descreveram suas propriedades antimicrobianas
ndo surgiram antes do século XX (HOFFMANN; EVANS, 1911). Desde entdo, muitos
compostos de 0leos essenciais com fortes atividades antimicrobianas tém sido estudados
para consumo humano e animal (BURT, 2004).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica comum resultante da

forte influéncia cultural dos indigenas locais miscigenadas, das tradi¢cdes africanas,
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oriundas de trés séculos de trafico escravo, e da cultura europeia, trazida pelos
colonizadores (ROCHA et al., 2015)

Pesquisas cientificas sobre plantas medicinais associadas a dados sobre o0 uso
tradicional de medicamentos preparados a partir de espécies endémicas brasileiras tém
garantido cada vez mais a seguranca e qualidade dos fitoterapicos Brasil (2016), o que
tém estimulado as empresas e instituicbes de pesquisa a investirem cada vez mais em
estudos que visam compreender 0 mecanismo de acao e beneficios das plantas medicinais.

Para serem consideradas medicinais, pela ciéncia moderna, as plantas ttm que
apresentar substancias de acdo farmacoldgica, que atuem direta ou indiretamente como
medicamento. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, sdo consideradas
medicinais as plantas tradicionalmente utilizadas como remédio por uma populacédo ou
comunidade, capazes de aliviar ou curar doengas. Quando essas plantas s&o
industrializadas para se obter um medicamento, este é chamado fitoterapico (ANVISA,
2010).

A avaliacdo da atividade bioldgica de uma planta inclui a investigacdo da
atividade farmacoldgica e toxicologica de extratos brutos ou de substancias isoladas
dessas plantas (ROYER et al., 2013). Mas para obterem reconhecimento como
medicinais, é necessario que a autenticidade, a integridade e pureza desses extratos ou
substancias sejam comprovadas.

Os fitoterapicos tém mostrado efeitos positivos na producdo animal e esses efeitos
estdo associados aos principios ativos presentes nas plantas. Os produtos originados de
plantas sdo chamados aditivos fitogénicos, fitobidticos ou nutracéuticos. Esses produtos,
guando adicionados a dieta dos animais, melhoram a qualidade da racdo, aumentando a
produtividade, e melhoram também a qualidade desses animais, ao serem utilizados como
alimento (CATALAN et al., 2012). Os produtos quimicos e farmacos sintéticos
geralmente causam aumento da resisténcia dos parasitas e tém um elevado tempo de
permanéncia no ambiente (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009). Os extratos
vegetais tém a vantagem de causar um desenvolvimento lento de resisténcia. Além disso,
podem ser direcionados a espécies-alvo, sdo biodegradaveis e sdo indcuos ao ambiente,
diminuindo a emisséo de residuos (CHAGAS, 2004). Existe a possibilidade de que a
toxicidade dos extratos vegetais ocorra a concentragcdes bastante elevadas e/ou exposicéo
prolongada e em dependéncia da espécie em questdo. Dessa forma, a toxicidade deve ser
um parametro testado.

O uso de fitoterapicos esta associado a um mercado consumidor cada vez mais

exigente em relagdo ao bem estar animal e qualidade do produto final, além de reduzir os
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custos e pelos riscos ambientais proporcionados pelos medicamentos convencionais.
Desta forma, as plantas medicinais se mostram eficazes em qualquer area da criacao

animal.

2.7 Oleos essenciais

Devido ao recente surgimento de bactérias resistentes a mdltiplas drogas
antimicrobianas, representando um desafio para o tratamento de infecgdes, e a exigéncia
por um produto de origem animal de melhor qualidade, a necessidade de descobrir novas
substancias antimicrobianas para uso no combate a tais microrganismos torna-se
primordial.

Oleos essenciais s30 metabolitos secundarios de plantas que possuem potencial
antimicrobiano (TZAKOU et al., 2001) associado aos monoterpenos. Pesquisas
avancadas mostram que além desta acdo antimicrobiana, os Oleos possuem funcédo
imunomoduladora (MELLOR, 2000), propriedades antioxidantes e de conservacdo dos
alimentos (BOTSOGLOU et al., 2002; FARAG et al., 1989), os déleos possuem uma
grande variedade de efeitos relacionados aos processos inflamatérios nos quais a
proliferacdo descontrolada de radicais é muito prejudicial (SANTOS, 2007). Estas
propriedades dependem de sua capacidade de eliminar os radicais livres, inibir a
peroxidacdo de lipidios de membrana, metais quelatados, e estimular a atividade de
enzimas antioxidantes (GUTIEREZ; BARRY-RYAN; BOURKE, 2008; LEE; AHN,
2003). Contudo, as atividades mais importantes desses compostos sdo como antisépticos
e antimicrobianos.

O teor do 6leo essencial em uma mesma espécie de planta pode variar em funcéo
da época do ano, seu estagio de desenvolvimento (CARVALHO-FILHO et al., 2006;
SIANI, 2000) de fatores geograficos (localizacdo), ecoldgicos (OLIVEIRA et al., 2005)
e também da variabilidade genética (TAVARES et al., 2005). Assim, para viabilizar um
medicamento produzido a partir de plantas que sintetizam 06leos essenciais € necessario
conduzir investigacdes agrondémicas preliminares, que fornecam dados de produtividade
e qualidade em fungéo dos fatores mencionados anteriormente.

Além do uso de MOS, o uso de aditivos fitogénicos, como extratos de plantas ou
Oleos essenciais, também pode substituir antibioticos, devido a sua inibicdo de
microrganismos patogénicos e melhorias na digestibilidade de alguns nutrientes
(KOIYAMA,; ROSA; PADILHA, 2014), otimizando o desempenho do animal. Além

disso, essas substancias sdo consideradas seguras pela inddstria alimenticia, pois nédo
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deixam residuos em produtos de origem animal e subprodutos (BRENES; ROURA,
2010).

Esses aditivos tém a vantagem, além de serem produtos completamente naturais,
séo facilmente encontrados e cultivados para uma producdo mais intensiva do produto.
Além disso, promovem como beneficios: acdo antioxidante, capaz de retardar a
peroxidacdo lipidica, e o controle da microbiota intestinal pela acdo antimicrobiana, onde
h& aumento da permeabilidade da membrana citoplasmatica e com essa perda de ions,
falha de a bomba de prétons (BAKKALL et al., 2008; BRENES; ROURA, 2010), que é
responsével pela reducdo da producdo de toxinas pelas bactérias e, consequentemente,
aumento da digestibilidade dos alimentos pela reducdo da degradacdo das vilosidades
intestinais

A principal diferenga entre extratos vegetais e 0leos essenciais é a técnica de
extracdo utilizada. Extratos vegetais sdo obtidos de qualquer parte da planta e produzidos
por maceracao ou percolacdo com agua ou etanol (ALVES et al., 2008). No entanto, 0s
oOleos essenciais podem ser obtidos a partir de diferentes partes da planta por destilacdo
drag (AGUIAR et al., 2014).

Os oleos essenciais, tipicos de plantas que possuem anéis aromaticos em sua
composicdo quimica, sdo volateis a temperatura ambiente e de baixa persisténcia no
organismo animal, ndo deixando residuos na carcaca do animal (SANTOS et al., 2012).
O uso dos 6leos tem demonstrado eficécia e seguranca no controle de infeccbes humanas
e animais (NOSTRO et al., 2004). Assim, eles podem ser incluidos como um aditivo na
alimentacdo animal, uma vez que fornecem uma menor taxa de contaminacéo ambiental
em comparacdo com o aditivo antimicrobiano. Embora muitas dessas plantas sejam
usadas rotineiramente, pouco se sabe sobre sua acdo de 6leos essenciais, especialmente o
6leo essencial de Lippia sidoides (figura 2).

Especificamente, os 6leos essenciais de Lippia spp., objeto deste estudo, podem
ser utilizados como alternativas aos melhoradores de desempenho, pois possuem
comprovada agédo antimicrobiana (AZEVEDO et al., 2015; SOUZA et al., 2015). Esta
planta tem um anel aromatico, possuindo de acordo com a sua espécie 3-myrene, timol,
carvacrol, cymeno, terpinene, caryophyllene, farnesol, pipeno, canfeno, borneol, cineol,
lineol, tanino, rosmarinol, rosmarinina, como compostos majoritarios (GUIDOTTI-
TAKEUCHI; CAFE, 2016; LEITAO; LEITAO, 2008; SOUZA, 2014). Estes compostos
possuem atividade antimicrobiana contra S. aureus e E. coli isolados de aves (SOUZA et
al., 2015). Atua também como nutracéutico quando adicionado a dieta, promovendo o

desempenho e rendimento de carcaga em frangos de corte (AZEVEDO et al., 2015).



38

Figura 2: Espécie L. sidoides é uma planta endémica do Cerrado e Caatinga brasileiros e apresenta
comprovada atividade antimicrobiana e anti-inflamatdria, sendo os monoterpenos timol e carvacrol os
principais compostos ativos desta espécie.

No trabalho de Kugukyilmaz et al. (2017), onde os frangos foram alimentados
com 24 e 48mg / kg de 6leo essencial de lavanda, tiveram um aumento de 9% no ganho
de peso em comparacdo aos frangos que nao utilizaram melhoradores de performance
durante os 39 dias de vida, indicando maior digestibilidade dos nutrientes. Neste mesmo
trabalho, os autores observaram que néo houve diferenca estatistica no consumo de racao
e mortalidade dos animais alimentados com a racdo sem aditivo e a racdo contendo o 6leo
essencial, possibilitando sua utilizagdo como um potencial promotor de crescimento
aditivo. No trabalho realizado por Batista et al. (2013), foi demonstrado que a pimenta
alecrim, que possui em sua composicdo timol e carvacrol, principios ativos semelhantes
aos de Lippia gracilis, e que estes apresentam acdo antifungica, indicando acédo
antimicrobiana deste género. Assim, o 0Oleo essencial de alecrim, Lippia gracilis, por
conter timol e carvacrol como principais compostos ativos, torna-se um potencial
promotor de crescimento aditivo para aves, necessitando de estudos sobre suas
propriedades e sua interacdo no organismo das aves. Embora estas espécies de plantas
possuam agbes antimicrobianas, poucos estudos com o6leos essenciais como aditivos
naturais na nutricdo animal foram realizados. Portanto, se faz necessario aprofundar o
conhecimento sobre suas a¢des na microbiota intestinal dentro da industria avicola.

Ainda, recente pesquisa com o uso do timol sobre o sistema imunitario de frangos
de corte, Placha et al. (2019) conduziram um experimento utilizando trés tratamentos,
com 0%, 0,05% e 0,1% de 6leo essencial de Thymus vulfaris. Como resultados, os autores
verificaram que a concentracdo de timol no plasma e na parede duodenal aumentou
significativamente quando 0,1% de timol foi adicionado a racdo. Verificaram ainda que
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a atividade da superdoxido dismutase aumentou enquanto a concentracdo de malonaldeido
diminuiu significativamente no sangue dos frangos que foram alimentados com a maior
concentracdo de timol. Como concluséo, o nivel de timol foi suficiente para expressar
suas propriedades antioxidantes.

Trabalho mais recente, conduzido por Ibrahim et al. (2021), o qual envolveu 2400
pintos de corte, objetivou estudar niveis de timol e de uma emulsdo de nanoemulséo de
timol, na protecédo contra frangos infectados por Salmonella Typhimurium. Durante todo
periodo experimental as aves alimentadas com 1% de nanoemuls&o de timol apresentaram
melhor desempenho, mesmo aquelas que foram infectadas pela S. Typhimurium.
Finalmente, concluiram que as suplementacdes de 1% de timol, e de 0,5% e 1% de
nanoemulsdo de timol foram eficientes no aumento de Lactobacillus e diminuicdo da
populagéo de S. Typhimurium.

Bosetti et al. (2020), conduziram um sugestivo experimento com o objetivo de
estudar a substituicdo do promotor de crescimento viginiamicina por um produto
microencapsulado contendo 60% de cinamaldeido e 30% de carvacrol. O nivel de
virginiamicina foi de 30 mg/kg de racdo enquanto que os niveis do produto encapsulado
foi de 100, 200 e 400mg/kg de racéo. Foi ainda mantido um grupo controle sem a adi¢ao
de virginiamicina e ou mistura dos Oleos essenciais. Os resultados de desempenho
permitiram concluir que as aves que receberam o produto a base dos 6lesos de carvacol e
cinamaldeido apresentaram o mesmo desempenho quando comparadas ao grupo que foi
alimentado com o antibidtico virginiamicina. No entanto 0s resultados foram
significativamente superiores em relacdo ao grupo que foi alimentado sem qualquer dos
promotores de crescimento. Nenhuma diferenca foi encontrada para os paramwetros peso
dos 6rgaos, mucosa intestinal e qualidade da carne. No entanto, observou-se um aumento
da relagdo vilosidade:cripta quando se usou a virginiamicina e os dois maiores niveis da
mistura de Oleos essenciais. Concluiu-se que a mistura dos Oleos essenciais pode
substituir o promotor de crescimento antibiético em racdes de frangos de corte, sem

prejuizo do desempenho, integridade intestinal e qualidade da carne.
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3 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a parede celular de levedura como fonte
de B-glucanas e MOS, 6leos essenciais e probidtico como melhoradores de desempenho
na producao de frangos de corte desafiados com Eimeria spp e Clostridium perfringens.,

possibilitando a escolha por uma tecnologia correta, segura e sustentavel.
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4 MATERIAL E METODOS

Um experimento com duragdo de 28 dias, foi conduzido nas instalagdes do
Departamento de Ciéncia Avicola da Mississippi State University (EUA). Foram
utilizados 672 pintos machos de 1 dia de idade da linhagem Ross 708, alojados em
baterias (figura 3). O delineamento experimental foi 0 em blocos ao acaso, envolvendo
quatro blocos de 24 gaiolas cada um, com 7 aves por gaiola. Os tratamentos adotados
foram: T1- controle negativo (CN) sem aditivos; T2- controle positivo (CP) com adi¢do
de 72 g/T de Maxiban® (Nircabazina e Narasina); T3- CN com adicdes de 500g/T de
parede celular ImmunoWall® (MOS e Beta Glucanas) e 300 g/T de 6leo essencial
(carvacrol e timol); T4 — CN com adi¢des de 5009/T de parede celular ImmunoWall®
(MOS e Beta Glucanas), 300 g/T de 6leo essencial (carvacrol e timol) e 100 g/T de
probidtico Levucell® (Saccharomyces cerevisiae boulardii).

O experimento foi dividido em duas fases (1 a 14 dias e 15 a 28 dias de idade). O
manejo da iluminagdo, temperatura e consumo de ragdo seguiram as recomendac6es do
manual da Ross.

Este estudo foi aprovado e conduzido sob as diretrizes do Comité Institucional de
Cuidados e Uso de Animais da Mississippi State University (MSU IACUC 19-330) onde
foi conduzido.

As racOes foram formuladas de acordo com as especificacbes da Ross 708

(Aviagen) e foram baseadas em milho e farelo de soja (Quadro 1).

Quadro 1 - Ingredientes e niveis nutricionais das racées inicial e de crescimento

Ingredientes (%0) Inicial(1-14)d Crescimento (14-28)d
Milho moido 56.67 62.01
Farelo de soja (48%) 33.82 27.71
Far. de carne e 0ss0s (57%) 5.00 6.00
Gordura de aves 2.46 2.62
Calcario calcitico 0.23 0.27
Fosfato bicélcico 0.66 0.25
DL metionina (99%) 0.34 0.31
Supl. vit.+microminerais 0.25 0.25
L lisina HCI, (78,8%) 0.17 0.26
L-Threonine (98,0%) 0.15 0.11
Cloreto de sadio 0.15 0.11
Inerte/Aditivo 0.09 0.09
Colina-Cl, 60% 0.01 0.01
Total 100 100

Niveis calculados
Proteina bruta, % 22.84 21.17
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EM kcal/kg 3.000 3.100
Extrato etéreo % 5.01 5.38
Calcio % 0.81 0.72
Fosforo total% 0.64 0.57
Fosforo disponivel % 0.33 0.29
Sodio % 0.16 0.16
Aminoacidos dig. %

Lisina 1.28 1.15
Treonina 0.85 0.77
Metionina 0.67 0.61
Cistina 0.26 0.26
Met + cist 0.94 0.87
Arginina 1.39 1.22
Isoleucina 0.85 0.78
Leucina 1.62 1.53
Valina 0.96 0.88

Composicéo (Inicial) por quilograma de racéo: Vit A —7.720 Ul; Vit D3 — 2.755 Ul; Vit E — 16.532 Ul
- Vit K-0,8 mg; Tiamina — 5 mg; Riboflavina — 8 mg; Niacina — 55 mg; Piridoxina — 4 mg; Vit B12 - 0,01
mg; Acido pantoténico — 16 mg; Acido félico — 1 mg; Biotina — 0,17 mg; Colina — 2.089 mg; Zinco — 134
mg; Manganés — 118 mg; Cobre — 19 mg; Ferro — 229 mg; Selénio — 0,3 mg; Cobalto — 0,02 mg; FlGor —
13 mg; Enxofre — 733 mg Composic¢éo (Crescimento) por quilograma de racdo: Vit A — 7.717 Ul; Vit
D3 -2.755 Ul; Vit E—16.532 Ul; Vit K- 0,8 mg; Tiamina—5 mg; Riboflavina — 8 mg; Niacina — 54 mg;
Piridoxina — 4 mg; Vit B12 — 0,01 mg; Acido pantoténico — 15 mg; Acido félico — 1 mg; Biotina — 0,15
mg; Colina —1.977 mg; Zinco — 132 mg; Manganés — 114 mg; Cobre — 18 mg; Ferro — 175 mg; Selénio —
0,3 mg; Cobalto — 0,03 mg; Fldor — 5 mg; Enxofre — 802 mg
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Figura 3: Baterias ABSL2 — Mississippi State University
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O modelo de desafio por enterite necrética utilizado consistiu em uma inoculagéo
oral de Eimeria acervulina, seguida de inoculagdes orais de Clostridium perfringens. Para
o0 desafio de coccidiose, no dia 14 todas as aves foram individualmente desafiadas via
gavage oral com uma dose 20 vezes de Coccivac-B52® (Intervet Inc., Omaha, NE). Cada
ave recebeu 1 ml de indculo contendo um mix de diferentes cepas de Eimeria. (E. mivati,
E. tenella, E.acervulina e E maxima)

Para o desafio de enterite necrotica, uma cepa #CP6 foi obtida do Southern
Poultry Research Group. As colonias de Clostridium perfringens foram cultivadas
anaerobicamente em Tryptone sulfite neomycin agar (TSN &gar; Millipore Sigma,
Burlington, MA a 35°C). Uma coldnia foi inoculada em um novo meio clostridial
reforcado (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e incubada anaerobicamente durante
a noite. A concentracdo de C. perfringens foi definida para atingir aproximadamente 102
UFC/ml para inoculacdo. Para a inoculacdo oral, esta cultura de C. perfringens foi
centrifugada a 5.000 rpm por 5 minutos (Centrifuga 5810R, Eppendorf; Hamburgo,
Alemanha). A cultura foi reconstituida em agua estéril e mantida no gelo até o
procedimento da inoculagdo, que ocorreu nos dias 14 e 21 com 1 ml desta cultura usando
uma seringa de 1 ml (Fisher Scientific, Waltham, MA).

As aves e as ragOes foram pesadas aos 1, 14 e 28 dias, para se obter os dados de
ganho de peso diario (GPD), consumo de racdo (CR), mortalidade e taxa de conversdo
alimentar corrigida pela mortalidade (CAC)

Nos dias 21 e 28, 12 aves foram escolhidas aleatoriamente de cada tratamento,
pesadas, e eutanasiadas por asfixia com CO? e necropsiadas (figura 4). Amostras foram
coletadas do baco, bursa de Fabricius, duodeno, jejuno, ileo e ceco. Foram pontuados 0s
duodenos, jejuno, ileo e ceco para lesdes de coccidiose e enterite necrética (NE). Os
escores da lesdo foram avaliados com base na magnitude da patologia bruta, sendo 0 =
nenhum, 1 =leve, 2 = moderado e 3 = grave. Os conteddos do ileo e ceco foram
acondicionados em pequenos sacos plasticos e mantidos no gelo para analise
microbioldgica.

No dia seguinte a amostragem, os contetdos do ileo e do ceco foram diluidos 10
vezes em uma solucdo salina tamponada de Peptone (PBS, Millipore Sigma; Burlington,
MA), para anélise microbiologica. Para cada amostra, 100 pL foram espalhados em placas
de agar TSN e incubados por 24 h a 37°C em ambiente anaerobico (Espiral Biotech
Anoxomat; Norwood, MA). Apés a incubagdo (figura 5), as coldnias foram

contabilizadas e registradas para posterior analise estatistica.
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Todas as analises foram realizadas utilizando o SAS v. 9.4 considerando o nivel
de 5% de significancia. Os escores das les6es foram calculados como percentuais para
cada tecido do intestino delgado e o teste estatistico utilizado foi o teste ndo paramétrico
de Kruskal- Wallis. Os meios foram separados utilizando o LSD Protegido de Fisher, e

as diferencas foram consideradas significativas quando P < 0,05.

Figura 5: Incubagéo



45

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de desempenho para as variaveis ganho de peso didrio (GPD), o
consumo de racdo (CR), conversdo alimentar (CAC) e mortalidade, sdo apresentados na
(Tabela 2),

Com relacdo ao ganho de peso, pode-se observar que as aves que receberam a
racdo contendo o coccidicida apresentaram um melhor resultado que as dos demais
tratamentos no periodo de 1 a 14 dias, no entanto, nos periodos de 15 a 28 dias e no
periodo total de 1 a 28 dias, as aves do tratamento em que ndo foi adicionado nenhum
aditivo, foram as que apresentaram um pior ganho de peso, ndo havendo diferenca
significativa entre todos 0s outros tratamentos, o que evidencia que, quando as aves foram
desafiadas com Eimeria spp e C. perfringens, os aditivos utilizados foram eficazes na
protecdo contra esses dois patdégenos O tratamento cujas aves receberam o agente
anticoccidiano pode ter resultado em melhor ganho de peso até 14 dias, em comparagédo
ao tratamento controle em virtude de uma possivel contaminacdo por alguma cepa de
Eimeria presente no galpdo antes do procedimento de desafio. Silva et al (1987)
verificaram a eficacia de Maxiban a 80 ppm no controle da coccidiose em frangos de
corte, em relacdo a outros programas anticoccidianos, e verificaram que o Maxiban se
mostrou eficiente em melhorar o ganho de peso das aves, muito embora neste estudo a
adicdo tenha sido de 72g/Ton, o que corresponde a um nivel 10% inferior. Diversos
estudos comprovaram a eficacia da parede celular de levedura em reduzir a contaminacgéo
de patdgenos nas aves (FERREIRA et al., 2014; HOFACRE et al., 2017), mortalidade e
melhorar o desempenho produtivo (BONATO et al., 2016; KOIYAMA et al., 2018;
RIVERA et al., 2018), principalmente sob desafio. Resultado interessantes foram obtidos
por Rutz (2006), que ao utilizar extrato de levedura na inclusdo em racdo pré-inicial de
frangos de corte, observou resultados positivos para as aves suplementadas, quando
comparadas com aves controle (sem suplementacdo). Outros estudos com resultados
promissores ao uso de leveduras foram conduzidos, citando-se aqui (GRIGOLETTI et al.,
2002) ao suplementarem frangos de corte com niveis crescentes de levedura (0; 0,15; 0,45
e 0,60%), observaram que este aditivo pode substituir os antibidticos sem prejuizo do
desempenho.

Barbe, Sacy e Hocke (2018) além de estudarem o desempenho, estudaram ainda
as caracteristicas concernentes a integridade do trato digestorio. Para isso utilizaram o
Levucell, com resultados que permitiram concluir que o ganho de peso e a converséo

alimentar foram significativamente melhores com o uso do produto testado. O ganho de
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peso foi de 3% e 4% superior, para as fases inicial e final, respectivamente, enquanto o
consumo de racdo foi 7% menor, quando do uso do Levucell, durante todo periodo
experimental, em relacdo aos frangos que ndo receberam a racdo com o aditivo em
questéo.

Com relagdo ao uso da mistura de carvacrol e timol, utilizado em todos o0s
tratamentos, deve-se ressaltar que os Oleos essenciais podem substituir antibioticos,
devido a sua inibicdo a microrganismos patogénicos e melhora na digestibilidade de
alguns nutrientes (KOI'YAMA; ROSA; PADILHA, 2014), otimizando o desempenho das
aves. Além disso, essas substancias sdo consideradas seguras pela industria alimenticia
(BRENES; ROURA, 2010).

O dleo essencial, pode ser utilizado como alternativa aos melhoradores de
desempenho, pois possui uma comprovada agdo antimicrobiana (AZEVEDO, 2015;
SOUZA, 2015). Esta planta tem um anel aromatico, possuindo de acordo com a sua
espécie B-myrene, timol, carvacrol, cymeno, terpinene, caryophyllene, farnesol, pipeno,
canfeno, borneol, cineol, lineol, tanino, rosmarinol, rosmarinina, como compostos
majoritarios (GUIDOTTI-TAKEUCHI; CAFE, 2016; LEITAO; LEITAO, 2008;
SOUZA, 2014). Souza et al. (2015) ressaltam a atividade antimicrobiana contra S. aureus
e E. coli isolados de aves. Atua também como nutracéutico, melhorando o desempenho e
rendimento de carcaca em frangos de corte (AZEVEDO, 2015).

Neste estudo o 6leo essencial foi adicionado na proporcdo de 300g/T de ragédo,
No entanto, Kugukyilmaz et al. (2017), trabalharam com adi¢Ges que variaram de 24 a
48g/T e obtiveram um aumento de 9% no ganho de peso em comparagdo aos frangos que
ndo utilizaram melhoradores de desempenho até os 39 dias de idade, indicando maior
digestibilidade dos nutrientes. Ainda, os autores observaram que ndo houve diferenca
estatistica no consumo de racdo e mortalidade dos frangos alimentados com a ra¢éo sem
aditivo e a racdo contendo o Oleo essencial, possibilitando sua utilizacdo como um
potencial promotor de crescimento.

E interessante observar que embora o ganho de peso e a conversdo alimentar
tivessem apresentados resultados proporcionais, ou seja, melhores ganhos e melhores
conversdes alimentar, os consumos de racdo nos diferentes tratamentos diferiram no
periodo total, mas foram iguais nos periodos de 1 a 14 e 15 a 28 dias. No periodo total de
1 a 28 dias, 0os menores consumos foram por parte dos frangos que ndo receberam
qualquer aditivo e daqueles que receberam a racdo contendo parede celular e o dleo
essencial na proporcdo de 300g/T, no entanto hd que se considerar que em termos

numéricos o resultado entre 0 menor e 0 maior consumo foi de apenas 2,3%.
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A conversdo alimentar é o parametro que melhor mensura o aproveitamento da
racao, por ser uma razao entre o consumo de racao e o ganho de peso. Os resultados deste
estudo mostram claramente, que a excec¢do da fase inicial de criacdo em que o tratamento
controle resultou em resultado estatisticamente igual ao tratamento onde foram utilizados
todos os aditivos, na fase de crescimento e no periodo total de 1 a 28 dias, a conversao
alimentar foi pior no tratamento controle sem adicao de qualquer aditivo, o que denota a
necessidade de se utilizar um aditivo de comprovada eficiéncia para melhores resultados
no aproveitamento das ragoes.

Os dados de mortalidade foram bastante semelhantes e as médias ndo diferiram
entre os tratamentos adotados, 0 que sugere uma incidéncia de patdégenos incapazes de
causar alta taxa de mortalidade no local onde as aves foram criadas.

Tabela 2 - Efeito da suplementacgéo de diferentes aditivos sobre o desempenho de frangos
de corte nas fases inicial, crescimento e periodo total

Tratamentos GPD (g) CR(9) CAC Mortalidade (%)
Inicial (1- 14 dias)
T1 353 Db 433 121a 0,59
T2 378 a 425 1.15c 1,19
T3 361b 418 1.17 bc 0,59
T4 358 Db 429 1.19 ab 1,19
SEM 0,022 0,020 0,049 3,42
(P-value) 0,002 0,084 0,003 0,86
Crescimento (15 - 28 dias)
T1 721b 1106 1.53 a 2,61
T2 805 a 1138 1.40b 0,00
T3 792 a 1120 1.40b 1,66
T4 826 a 1121 1.36b 1,66
SEM 0,064 0,039 0,097 6,16
(P-value) 0,0001 0,0690 0,0001 0,52
Periodo total (1 — 28 dias)
T1 1075 b 1533 ¢ 143 a 3,21
T2 1185 a 1569 a 1.32b 1,19
T3 1155 a 1540 bc 1.32b 2,26
T4 1184 a 1559 ab 1.31b 2,85
SEM 0,064 0,040 0,076 7,14
(P-value) 0,0001 0,0142 0,0001 0,7760

T1 - Controle negativo (CN); T2 - Controle positivo (CP) — com coccidicida (Maxiban® da Elanco) — 72
g/ton; T3 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo Essencial 300 g/ton
(carvacrol e timol); T4 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo
Essencial 300 g/ton (carvacrol e timol) + Saccharomyces Boulardi 10ME 100g/ton (Levucell, probiético

da Lallemand).

Na (Tabela 3) sdo apresentados os resultados obtidos para os escores de lesdo no
duodeno, jejuno, ileo e ceco aos 21 e 28 dias de idade. Muito embora as diferencas entre

as médias ndo tenham sido significativas estatisticamente, € importante ressaltar a
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tendéncia numérica bem acentuada de maior lesdo branca aos 21 dias de idade, quando
as aves foram alimentadas com a racdo denominada controle, sem adicdo de qualquer
aditivo, seja o agente anticoccidiano, parede celular ou éleo essencial. No entanto, 0s
6leos essenciais tem sido relatados como benéficos pelo potencial antimicrobiano que
possuem (FARAG etal., 1989; TZAKOU et al., 2001). Pesquisas mostram que além desta
acao antimicrobiana, os 6leos possuem funcdo imunomoduladora (MELLOR, 2000) e
propriedades antioxidantes (BOTSOGLOU et al., 2002; FARAG et al., 1989).

Com relagdo ao uso da parede celular de levedura, vale ainda considerar que
embora ndo tenha neste estudo demonstrado um efeito benéfico sobre o escore de lesdo
nos diferentes locais do trato digestério, a sua composicéo € rica em beta glucanas (30 a
50%) e mananoligossacarideos (20 a 30%) e comumente utilizada na nutricdo das aves,
pois parecem ter impacto no sistema imunoldgico, no estimulo do desenvolvimento da
mucosa e habilidade em prevenir a colonizagdo de bactérias patogénicas, principalmente
Salmonella spp e E. coli (BARBALHO, 2009). De acordo com Fairchild et al. (2001), os
mananoligossacarideos agem como sitio de aderéncia de alta afinidade para bactérias
patogénicas com fimbrias manose-especificas ou tipo 1, impedindo sua aderéncia as

células intestinais.

Tabela 3 — Escore de lesdo do trato digestorio aos 21 e 28 dias

Duodeno
Tratamentos Brancas Vermelhas Brancas Vermelhas
21 dias 28 dias
T1 0.9167 0.5833 0.2500 0.7500
T2 0.5000 0.9167 0.1667 0.3333
T3 0.5833 0.7500 0.1667 0.6667
T4 0.6667 0.7500 0.5000 0.2500
P value* 0,6750 0,5830 0,2175 0,1752
Jejuno
21 dias 28 dias
Tratamentos Brancas Vermelhas Brancas Vermelhas
T1 1.0000 0.5833 0.0833 1.2500
T2 0.5833 0.8333 0.0833 1.1667
T3 0.5833 0.6667 0.3333 1.0000
T4 0.7500 0.7500 0.4167 1.0000
P value 0,6022 0,7845 0,1505 0,8091
lleo
21 dias 28 dias
Tratamentos Brancas Vermelhas Brancas Vermelhas
T1 0.5000 0.4167 0.0000 0.3333
T2 0.3333 0.5000 0.0833 0.5000
T3 0.5000 0.6667 0.0833 0.1667
T4 0.4167 1.0000 0.0000 0.1667

P value 0,8478 0,1016 0,5634 0,6826
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Ceco
21 dias 28 dias

Tratamentos Brancas Vermelhas Brancas Vermelhas

T1 0.9167 0.2500 0.2500 0.2500

T2 0.5000 0.5833 0.0000 0.1667

T3 0.6667 0.6667 0.0833 0.1667

T4 0.2500 0.5833 0.0000 0.2500
P value 0,1532 0,3047 0,2599 0,7589

T1 - Controle negativo (CN); T2 - Controle positivo (CP) — com coccidiostatico (Maxiban® da Elanco) —
72 gfton; T3 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo Essencial 300
g/ton (carvacrol e timol); T4 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo
Essencial 300 g/ton (carvacrol e timol) + Saccharomyces Boulardi 10ME 100g/ton (Levucell, probiético
da Lallemand). *Kruskal- Wallis Test

Com relacéo as medidas de unidades formadoras de col6nia, (Tabela 4) ndo houve
diferencas significativas nos dias 14 e 21 e os valores de P também foram bastante
elevados (0,50 e 0,13, nos dias 14 e 21, respectivamente), da mesma forma que o erro
padrdo da média (0,68 e 0,65, nos dias 14 e 21, respectivamente, torna-se dificil detectar

uma diferenga estatistica entre as medias.

Tabela 4 - Efeitos dos tratamentos para concentracdo de Clostridium no ceco aos 14 e
21 dias expressos em log UFC/g

Tratamentos 14 dias 21 dias

T1 7.1891 8.1726

T2 7.3602 7.9492

T3 6.9355 8.0165

T4 7.1259 8.5380

SEM 0,6837 0,6547
P value 0,5061 0,1373

T1 - Controle negativo (CN); T2 - Controle positivo (CP) — com coccidiostatico (Maxiban® da Elanco) —
72 g/ton; T3 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo Essencial 300
g/ton (carvacrol e timol); T4 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo
Essencial 300 g/ton (carvacrol e timol) + Saccharomyces Boulardi 10ME 100g/ton (Levucell, probiético
da Lallemand).

Apesar de os resultados nao ter sido verificado efeito dos aditivos estudados, é
importante salientar que os probi6ticos constituidos por xilose, frutose, galactose, manose
e glicose, recebem atencéo especial e se mostram particularmente promissores no campo
de estudo de carga bacteriana (GIBSON; ROBERFROID, 1995), alguns demostrando
capacidade de protecdo contra Salmonella pela disponibilidade de sitios de ligacdo para
estas bactérias e posterior expulsdo do trato digestério (CHARALAMPOPOLUS;
RASTALL, 2009). Spring et al. (2000) estudaram a capacidade de diversas cepas
bacterianas em aglutinar mananoligossacarideos em preparos de leveduras
(Saccharomyces cerevisiae), e demonstraram que cinco em sete cepas de E. coli e sete de

dez cepas de Salmonela enteritidis aglutinaram MOS e células integras de S. cerevisiae.
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Os resultados dos tecidos imunoldgicos demonstraram que ndo houve diferenga
nos pesos do baco ou da bursa entre os tratamentos, no entanto, foi detectada uma
tendéncia de efeito do dia de amostragem para a bursa, demonstrando assim que, apos o
desafio a bursa aumentou de tamanho quando as aves atingiram 21 dias de idade, mas foi
reduzida em relagéo ao peso corporal aos 28 dias de idade.

Com relacdo ao peso de o6rgédos, (Tabelas 5, 6 e 7) ndao houve diferencas
significativas nos dias 21 e 28. Houve uma diferenca de peso para lleo aos 14 dias (Tabela
5).

Tabela 5 - Peso de orgaos aos 14 dias (gramas)

Tratamentos  Bursa Baco Duodeno  Jejuno lleo Ceco
T1 0,904a 0,358a 5416a 13,829a 11,008ab 2,883a
T2 0,858a 0,44la 6,275a 14495a 11,64la 3,125a
T3 0,816a 0,391a 5,679a 14,533a 10,328ab 3,503a
T4 0,707a 0,379a 5895a 12929a 9,700b 3,347a

cVv 28,907 30,429 13,789 12,355 15,873 38,778

P value 0,2553 0,3790 0,0762  0,0933 0,0461 0,6561

T1 - Controle negativo (CN); T2 - Controle positivo (CP) — com coccidiostatico (Maxiban® da Elanco) —
72 glton; T3 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo Essencial 300
g/ton (carvacrol e timol); T4 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo
Essencial 300 g/ton (carvacrol e timol) + Saccharomyces Boulardi 10ME 100g/ton (Levucell, probi6tico
da Lallemand).

Tabela 6 - Peso de orgdos aos 21 dias (gramas)

Tratamentos  Bursa Baco  Duodeno Jejuno lleo Ceco
T1 1,491 0,641 8,166 21,663 18,066 4,750
T2 1,675 0,637 8,129 20,221 18,045 6,350
T3 1,629 0,687 8,477 21,262 19,562 5,416
T4 1,937 0,583 8,504 21.150 20,904 4,995

cVv 39,9388 31,2608 23,9059 33,6213 33,7612 38,626

P value 0,4381 0,6516 0,9478 0,9670 0,6575 0,2664

T1 - Controle negativo (CN); T2 - Controle positivo (CP) — com coccidiostatico (Maxiban® da Elanco) —
72 glton; T3 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo Essencial 300
g/ton (carvacrol e timol); T4 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo
Essencial 300 g/ton (carvacrol e timol) + Saccharomyces Boulardi 10ME 100g/ton (Levucell, probiético
da Lallemand).

Tabela 7 - Peso de orgdos aos 28 dias (gramas)

Tratamentos  Bursa Baco  Duodeno Jejuno lleo Ceco
T1 2,708 1,020 11,750 32,730 28,860 7,062
T2 2,641 1,100 11,116 30,862 27,141 7,716
T3 2,637 1,170 12,283 31,381 27,093 7,983
T4 3,125 1,100 11,800 32,500 29,234 7,233

CVv 22,0442 19,6383 14,2976 10,1289 12,1278 25,4069

P value 0,1958 0,4164 0,4151 0,4690 0,3139 0,6407




o1

T1 - Controle negativo (CN); T2 - Controle positivo (CP) — com coccidiostatico (Maxiban® da Elanco) —
72 glton; T3 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo Essencial 300
g/ton (carvacrol e timol); T4 - CN + Parede celular de levedura 500 g/ton (ImmunoWall® da ICC) + Oleo
Essencial 300 g/ton (carvacrol e timol) + Saccharomyces Boulardi 10ME 100g/ton (Levucell, probiético
da Lallemand).
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo revelaram que os aditivos estudados séo eficazes
para frangos de corte desafiados com C. perfringes e Eimeria spp. Todos os tratamentos
com os aditivos melhoradores de performance impactaram positivamente o desempenho
das aves e no periodo total de 1 a 28 dias, 0 ganho de peso foi de até 8,5% superior quando
comparado ao tratamento controle negativo sem aditivos. A parede celular de levedura
como fonte de B-glucanas e MOS é um aditivo de comprovada eficiéncia, e o objetivo
principal de seu uso reside no fato de a mesma se complexar a microrganismos patogenos
facilitando a sua eliminacdo no trato digestorio e, como consequéncia, ocorre uma maior
area de absorcao que se reflete em melhor ganho de peso e da eficiéncia da racédo, mesmo
quando os frangos foram desafiados pelos dois microrganismos, C. perfringes e Eimeria

spp.
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