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RESUMO

A avicultura industrial brasileira teve seu marco inicia na década de 60, trazendo consigo a
utilizacdo de antibidticos e outros quimiotergpicos em larga escala. No inicio, essas
substéncias foram utilizadas para prevenir enfermidades, mas com o passar do tempo,
comegaram a ser usadas também como promotores de crescimento. A partir da década de 80,
pesquisadores comegaram a notar que determinadas cepas bacterianas haviam se tornado
resistentes aos antibidticos utilizados em aves e que o0 uso continuado de antimicrobianos,
como promotores de crescimento, servia para expandir um”pool” de genes de resisténcia na
natureza. Dentro desse contexto, comegou a ser formado um novo conceito de aditivo, que
poderia vir a substituir os antimicrobianos (antibioticos e quimioterapticos) na producéo de
frangos de corte. Esses aditivos receberam o nome de probidticos, que sdo compostos, a base
de microrganismos vivos que afetam beneficamente o anima hospedeiro, promovendo o
balanco da microbiota intestinal. Neste trabalho desenvolveu-se um experimento para avaliar
os efeitos de promotores de crescimento (antimicrobianos e probidticos) na aimentacdo de
frangos de corte e para investigar a ocorréncia de residuos de promotores de crescimento na
cama de aviario, evidenciando o efeito do periodo de compostagem na degradacdo das
substéncias analisadas. O experimento foi conduzido em duas etapas. Na primeira usou-se
frangos de corte, da linhagem COBB, até 48 dias de idade, submetidos a dietas com e sem
suplementacéo, com diferentes promotores de crescimento (tratamentos). Foram alojados
2880 pintos de corte de um dia, em baias de 4nf, distribuidos em 8 tratamentos, com 8
repeticbes de 45 aves cada. Além do consumo de racdo, do ganho de peso, da conversdo
aimentar e da mortalidade foram analisados os rendimentos de carcaga, de cortes (coxa e
sobrecoxa, peito) de visceras (coragdo e figado), fator de producdo e custos. N&o foram
constatadas diferencas significativas entre os tratamentos para a grande maioria dos
parémetros avaliados. As aves que receberam probilticos apresentaram uma conversao
alimentar pior em relacdo as que receberam os antimicrobianos. Na segunda etapa, apos o
experimento com as aves, assim como aos 60, 120 e 180 dias de compostagem, foram
analisadas as amostras de cama de aviario que receberam racdo aditivada com Nitrovin e
Olaquindox,. As concentragcOes dessas substancias foram determinadas por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase-reversa com deteccdo ultravioleta em 380 e 376
nm, respectivamente. As metodologias de CLAE adotadas neste trabalho foram de execucéo
simples e econdmica, suficientemente sensiveis, especificas e reprodutiveis. Foi encontrado
residuo de nitrovin nas amostras de cama de aviario nos quatro periodos de compostagem. O
teor de nitrovin encontrado apresentou uma reducdo gradual ao longo do periodo de
compostagem. N&o se observou a presenca de olaquindox em nenhum dos periodos
analisados. Esses resultados com os promotores de crescimento (nitrovin e olaguindox),
sugerem a necessidade de prudéncia e o uso da compostagem para a viabilizacdo da cama de
aviario como adubo organico.



ABSTRACT

In the beginning of the 80’'s decade, researchers noticed that some bacterial strains have
became resistant to antibiotics used in poultry production. The continuous use of
antimicrobials as growth promoters have expanded pools of genes of microbiological
resistance in nature. Considering this, a new concept of additive was developed, which would
replace the antimicrobials (antibiotics and chemotherapics) in the production of broiler
chickens. These additives, called probiotics, are food supplements based on live
microorganisms that benefit the host animal, promoting the balance of the intestinal
microbiota. An experiment was developed to evaluate the effects of growth promoters
(antimicrobials and probiotics) in the production of broilers to investigate the occurrence of
residuals of growth promotersin the litter bedding, and to show the effect of litter compostage
in the degradation of the substract. The experiment was divided in two parts. On part one, one
day old chickens, from a COBB line, were raised up to 48 days of age. They were submitted
to diets containing or not supplementary growth promoters in distinct treatments. On day one
of age a total of 2880 chickens were placed in 4 nf pens, distributed in 8 treatments with 8
replicates (45 birds in each pen). Traits analyzed were feed consumption, weight gain, food
conversion, mortality and the carcass cuts and viscera traits, production factors and costs.
Significant differences between treatments were not observed in the majority of the traits. The
birds that received probiotics showed a worse feeding conversion in relation to the birds that
received antimicrobials. Part two of the experiment was started after the removal of the birds
from the facilities. Samples of litter bedding, which received feed containing Nitrovin and
Olaguindox were collected when the birds |eft the facilities, as well as at 60, 120 and 180 days
of compostage. The concentrations of Nitrovin and Olaquindox were determined by reversed-
phase High-Pressure Liquid Cromatography (HPLC) with ultraviolet detection (380 and 376
nm, respectively). Both HPLC methods were simple, economic, sensible, specific and easy to
replicate. Residues of Nitrovin were found in the samples from the litter bedding in al 4
periods of compostage. Levels of Nitrovin gradually reduce along the period of compostage.
It was not noticed the presence of Olaquindox in any of the analyzed period. These results
suggest concern about the use of growth promoters (Nitrovin and Olaquindox) and suggest
that care must be taken when manging of the compostage in order to improve the use of the
litter bedding to fertilize soils.
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1. INTRODUCAO

A avicultura industrial brasileira cresceu muito nos dltimos anos, constituindo-se
numa atividade de grande importancia para a economia do pais. Atualmente o Brasil ocupa a
segunda posicdo no “ranking” mundial dos maiores produtores de frangos de corte. Essa
produtividade se deve principalmente as grandes transformagfes ocorridas na avicultura nas
Ultimas décadas, caracterizando-se hoje por seu ato grau de competitividade e avancados
padrdes tecnol ogicos.

As aves utilizadas na produgdo avicola nascem em incubatOrios, nos quais se procura
reduzir a contaminagdo em todas as fases do processo. A auséncia de contato das aves com
uma microbiota natural, logo apds 0 seu nascimento, interfere no seu desenvolvimento
intestinal e geral (SILVA, 2000). O efeito negativo deste processo tem sido contornado, em
parte, com 0 uso de promotores de crescimento, sdo substancias antimicrobianas (drogas
antibidticas ou quimioterapticas) utilizadas de forma continua na racdo, em doses
subterapéuticas. A industria tem em geral um bom nimero de antimicrobianos com diferentes
espectros de atividade, usando-os desde o primeiro dia de vida do frango até o abate,
respeitando-se o periodo legal de retirada (MOTA, 1996). Os promotores de crescimento sdo
conhecidos como melhoradores do desempenho, pois “modulam” a flora intestina e
melhoram a eficiéncia do animal. No entanto, é crescente a restricdo, em todo o mundo, ao
uso de antimicrobianos na forma terapéutica e como promotores de crescimento em animais
destinados & produc&o de alimentos. E cada vez maior 0 aparecimento de cepas bacterianas,
responsaveis por infeccbes avicolas, resistentes as drogas terapéuticas e consequentemente,
menor a disponibilidade das mesmas para tratamentos sanitarios (ZIGGERS & SLUIS, 1998).
Nos Estados Unidos da América mais de 40% dos antibidticos produzidos sdo utilizados em
niveis subterapéuticos nas ragcdes animais. “ Este uso subterapéutico é uma forma de promover
a selecdo de um numero crescente de bactérias resistentes” (LEVY , 1998).

As industrias fornecedoras de promotores de crescimento garantem que essas
substéncias ndo sdo absorvidas pelas membranas das paredes intestinais do animal, sendo
eliminadas através das fezes, onde sdo rapidamente biodegradadas; dessa maneira, ndo
deixam residuos no animal, ndo causam riscos a salde humana e nem ao ambiente (MOTA,
1996; FEFANA, 1997).

No entanto, se a biodegradacdo do promotor de crescimento na cama do frango néo
ocorrer rapidamente, o risco de uma resisténcia microbiolégica pode ser eminente. Essa

preocupacao tem levado profissionais da agricultura a tomar algumas medidas, entre as quais,
11



a de determinar, que a cama do frango so podera ser usada como fertilizante orgéanico depois
de 180 dias da sua retirada do aviario (norma adotada pelos certificadores da agricultura
organica). No ano de 2000, foram produzidas no Brasil cerca de 6,9 milhdes de toneladas de
cama de frango. Essa grande quantidade tem sido amplamente utilizada na agropecuéria
catarinense, principalmente na agricultura organica, exigindo portanto mais estudos, ja que
implica em riscos a salide dos animais e do homem.

Muitas substéncias tém sido estudadas pelos pesquisadores como alternativas que
possam vir a substituir o uso dos antimicrobianos como promotores de crescimento, entre elas
probidticos e prebidticos. O termo Probidtico foi proposto, pela primeira vez em 1965,
atualmente, designa “suplemento alimentar composto de cultura pura ou composta de
microorganismos vivos com a capacidade de se instalar e proliferar no trato intestinal, com
acdo de promotores de crescimento, beneficiando a salde do hospedeiro pelo estimulo as
propriedades existentes na microbiota natural” (SILVA, 2000). Os prebidticos sdo nutrientes,
geramente oligossacarideos que auxiliam na multiplicagdo dos probidticos.

A alternativa de substituir os antimicrobianos pelos probidticos tem sido bem vista
pelo consumidor mundial, principalmente o europeu, que tem pressionado o mercado de
vérias maneiras. Essa pressdo se reflete em mudancas na producdo, principalmente no Brasil
gue exporta grande parte do que produz. Somado a este fato, o receio de estar exposto a
residuos de antibidticos e outros quimioterapticos largamente empregados no confinamento
tem levado o consumidor brasileiro gradativamente, a buscar no mercado produtos que lhe
tragam menos riscos a salde. Ele ndo tem demonstrado o mesmo nivel de conscientizacéo e
preocupacdo do consumidor europeu, que ao comprar um produto, leva, muitas vezes, em
conta a forma como foi produzido (bem estar animal, impactos ambientais, etc) e se traz
riscos a salde humana. Contudo, € uma conscientizacdo em formagdo e um mercado que esta4
crescendo. E neste contexto que os probidticos mereceram atencdio especial de nossa parte
como uma possivel aternativa de substituicdo ao uso dos tradicionais promotores de
crescimento, uma vez que ndo determinam residuos nos produtos de origem animal e ndo
desenvolvem resisténcia as drogas utilizadas em seres humanos (ANDREATTI & SAMPAIO,
2000).

Este trabalho teve como objetivo buscar subsidios teodricos, através de uma revisao
bibliogréfica sobre a problemética do uso de promotores de crescimento na aimentagcéo de
frangos de corte; apresentar o uso de alguns probioticos como alternativa de substituicdo aos
atuais promotores de crescimento, através da conducdo de um trabalho experimental com

frangos de corte e da discussao de seus resultados, aém de investigar a ocorréncia de residuos
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de promotores de crescimento antimicrobianos na cama de aviario, evidenciando o efeito do

periodo da compostagem na degradac&o das substancias analisadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A IMPORTANCIA DA AVICULTURA INDUSTRIAL BRASILEIRA
DE FRANGOSDE CORTE

A avicultura brasileira tem crescido muito nos Ultimos dez anos. Atualmente o Brasil
ocupa a segunda posicdo no “ranking” mundial dos maiores produtores de frangos de corte,
sendo superado apenas pelos Estados Unidos da América. No entanto, a evolucdo da producéo
brasileira ndo tem apresentado os mesmos indices de desenvolvimento para todas as regifes
geogréficas. A regido Centro-Oeste passou de uma producéo de 6,8% em 1998 para 7,9% em
2001. Essa regido tem sido alvo de grandes expectativas do setor avicola, pois tem
apresentado os menores precos de milho e soja em relacéo todas as outras regides brasileiras,
uma vez que é uma grande produtora desses gréo, principais ingredientes da alimentacdo das
aves (60% a 70% do custo total da racdo). A regido Norte manteve-se abaixo dos 15%, e a
regido Nordeste em 8,7%, enquanto que a regido Sudeste teve um decréscimo de 3,8%, saindo
dos 31,0% em 1998 para 27,2% em 2001. O Sul do Brasil foi pioneiro na producéo e tem
aumentado continuamente sua participacdo. Os trés estados do sul sdo responsavels por mais
de 50% da producdo de frangos no Brasil. No decorrer dos Ultimos quatro anos esta regido
apresentou um acréscimo de 3% no alojamento de pintos, partindo de uma participacdo de
52,4% em 1997 para 55,2% em 2001, considerando os periodos de setembro a setembro de
cada ano. O estado de Santa Catarina durante anos figurou na lideranca do ranking, porém no
ano de 1999 sua producdo foi superada pelo estado do Parana (TALAMINI, 2002). Em 2000
os dois estados fecharam 0 ano quase empatados em participacdo: respectivamente, 18,95% e
18,7% da producdo naciona de 3,254 bilhdes de cabegas (MACHADO, 2002a). Essa grande
produtividade pode ser explicada e sustentada por seu pioneirismo, pela tradicdo dos
criadores, por sua estrutura de pequenas propriedades familiares, pelas agroindustrias ja
instaladas e pelo crescimento dos mercados interno e externo.

No Brasil, no ano de 2000, foram consumidas mais de cinco milhdes de toneladas de
carne de frango. O consumo interno “Per Capta” de carne de frango aumentou de 23,8Kg por
habitante em 1997 para 31Kg em 2001(TALAMINI, 2002). Esse aumento pode ser atribuido
avarios fatores, entre eles, a qualidade, aimagem do produto saudavel e os precos acessivels.
O aumento de consumo estimulou o crescimento de mercado que gerou em 2001 mais de 2,4

milhdes de empregos diretos e indiretos no setor avicola do Brasil.
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O mercado consumidor externo também vem crescendo ano apds ano. Em 2000 o
Brasil embarcou 916 mil toneladas de frango. Em setembro de 2001 ja tinha exportado 921,3
mil toneladas de frango, um crescimento de 0,57% desse periodo em relagdo ao ano de 2000.
O aumento médio de 20% no preco da tonelada, de US$ 889 para US$ 1.078, favoreceu o
salto de 61,9% no volume financeiro, que atingiu US$ 993,1 milhdes em agosto de 2001
(MACHADO, 2002b). Nesses ultimos anos, alguns mercados foram perdidos como o dos
paises do Mercosul, outros foram mantidos como o da Asia, no entanto, mercados como os da
UniZo Européia, Africa e Russia foram conquistados. O somatério do crescimento dos
volumes absorvidos por outros paises também foi importante no resultado final das
exportaces. Um fator que contribuiu muito para impulsionar as exportacoes brasileiras foi 0
comportamento do délar durante o ano de 2001. A valorizagdo do dolar perante o real, tornou
0s produtos brasileiros bastante atrativos ao mercado externo. Outros fatores que favoreceram
as exportacOes brasileiras foram a maior demanda por parte da Unido Européia, depois do
agravamento dos problemas sanitarios, como o mal da vaca louca e a febre aftosa, e o
aumento da oferta de milho no mercado interno em 2001, que permitiu diminuir os custos de
producdo (D’AVILA, 2002). Entretanto, para garantir o crescimento desses mercados, e/ou
conquistar outros, € muito importante e indispensavel ter garantido o apoio governamental nas
negociagdes internacionais e nos instrumentos oficiais de inspe¢do sanitaria, bem como, ter
uma politica cambial adequada e apresentar um produto de qualidade com precos
competitivos. O setor precisa apresentar uma politica agricola adequada em termos de suporte
a producdo, armazenamento e comercializacdo do produto e insumos, e possuir uma boa
coordenagdo entre os diversos elos da cadeia produtiva e dos agentes econdmicos

governamentais e privados.

2.2. CAMA DE AVIARIO

A cama de avi&rio, também é conhecida popularmente por “cama de frango”. Em sua
composicao, encontramos além do material absorvente usado como cama (dai seu nome) e da
excreta das aves, uma menor quantidade de outros materiais, como ragdo, penas, materiais do
piso do aviério, etc. O material absorvente € bastante variavel sendo mais comum a serragem
de madeira. Essa diversidade causa uma grande heterogeneidade em sua composicéo e,
somado a isso, o tipo de racdo, a idade e o tipo de aves, a quantidade de penas excretada, 0
nimero de lotes criados, o tempo e a forma de armazenamento da cama, também concorrem
para torné-la um grande adubo utilizado na agricultura (EL BOUSHY, VAN DER POEL,
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1994). S6 no ano de 2000 foram produzidos no Brasil cerca de 6,9 milhGes de toneladas de
cama de aviario. Uma quantidade considerdvel e de grande importancia nutricional para o
solo, pois a cama possui um teor de nitrogénio suficiente para fertilizar grande parte das areas
de cultivo de cereais conduzidas nas proximidades dos aviarios, a um nivel de aplicacdo de 90
Kg/N/ha. O nivel de fésforo e potassio contido nesse adubo é mais do que suficiente para
suprir as necessidades de cereais como o milho (LEME et al., 2000). Além é utilizado como
fertilizante orgénico, para a aplicacdo em sulcos em cultivos horticolas, de fruteiras, florestas
€ CoOmOo componente organico para a composicao de solo destinado a jardinagem. Apesar da
qualidade nutricional para o solo, a cama de aviario tem sofrido restrigdes de uso nos Ultimos
anos, principalmente por parte da agricultura organica. A preocupacéo em torno dos aditivos
utilizados na alimentac&o de aves, levou os certificadores de agricultura organica a exigir um
periodo de 180 dias de compostagem da cama depois de retirada do aviario. Esse periodo foi
estabelecido para que possa ocorrer através do processo de compostagem, a biodegradacéo
dos aditivos utilizados na racgo. No entanto, o que se conhece a respeito da cama de aviério
ainda ndo é suficiente para esclarecer todas as dividas sobre sua eficacia como adubo, sendo

necessario estudada-la melhor para poder recomendar seu uso com maior seguranca.

2.3. PROMOTORESDE CRESCIMENTO

Os promotores de crescimento antimicrobianos usados na criagdo anima sdo
congtituidos por antibiéticos ou quimiotergpticos. Os primeiros, sdo substancias sintetizadas
por fungos, bactérias ou actnomicetos, e 0s segundos, sdo substéncias produzidas
sinteticamente em laboratérios (RANG et a., 2001). Os antibidticos foram aprovados em
1951, pela Food and Drug Administration (FDA), como aditivo para a aimentacdo de animais
de fazenda e tiveram seu uso rapidamente estabelecido como subterapéutico para prevenir a
ocorréncia de doencas causadas por bactérias e promover o0 crescimento animal
(CASEWELL, 1998). Os promotores de crescimento podem ser conceituados como sendo
melhoradores de crescimento, pois “modulam a flora intestinal e melhoram a eficiéncia do
animal“. Atualmente, os beneficios destes antimicrobianos sdo conhecidos, porém seus
mecanismos de acd ndo estdo completamente elucidados. Algumas teorias tem sido
propostas, entre elas, a prevencdo de infecgdes subclinicas;, a reducdo de producéo de
substancias toxicas produzidas pela microbiota intestinal, como por exemplo, a reducéo de

amonia; o controle do tamanho da parede do intestino delgado favorecendo a absorcéo e o
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aproveitamento de nutrientes, diminuindo o volume de fezes excretadas (“efeito poupador”) e
melhorando os indices de conversdo alimentar. Os promotores de crescimento apresentam
entre outras caracteristicas, a de influenciar na microbiota intestinal, limitando o crescimento
de certas populagdes, devendo ser usados em doses muito pequenas num intervalo entre 5 e
100 ppm; ndo devem “limpa” nem “esteriliza” o trato gastrointestinal, pois 0s
microorganismos benéficos participam no desdobramento e na absorcdo de nutrientes, aém
de criar um ambiente desfavoravel para a populagdo de microorganismos prejudiciais; nao
devem ser absorvidos, tendo que ser eliminados através das fezes, onde devem ser
rapidamente biodegradados, evitando assim, riscos a salide do homem e ao ambiente (MOTA,
1996; FEFANA, 1997).

Se a degradagdo do promotor de crescimento na cama avicola ndo ocorrer
rapidamente, o risco de uma resisténcia microbiologica pode ser iminente. O risco de
resisténcia é uma hipotese que tem levado produtores e cientistas, de um lado, e consumidores
de outro, a se confrontarem em continuas discussbes. Os primeiros usam argumentos
cientificos na defesa do uso de tais substancias, que garantem beneficios econdbmicos. Os
altimos usam argumentos geralmente contaminados pela emogdo, como 0 caso dos
consumidores europeus que ainda temem pelos escandal os recentes envolvendo os alimentos,
como 0 caso da crise da salmonela, do panico da “vaca louca’, da catéstrofe da dioxina e da
preocupacdo com os alimentos geneticamente modificados. Na esperanca de reduzir a
disseminacdo da resisténcia de antibidticos na Europa, muitos paises europeus tem banido o
uso de antibidticos e de quimiotergpticos na alimentagdo animal. Nos EUA, no Brasil e em
muitos paises, grandes quantidades dessas substancias continuam a ser usadas,
principalmente, na alimentacdo de frangos de corte e de suinos (PARKER et a., 1994).
Muitos so os antimicrobianos usados como promotores de crescimento. Quatro deles foram
utilizados nos estudos experimentais deste trabalho: Virginiamicina, Avilamicina, Nitrovin e

Olaquindox.

2.3.1. VIRGINIAMICINA

Virginiamicina € um promotor de crescimento produzido por Sreptomyces virginae,
isolado pela primeira vez de solo belga Possui na sua composicdo dois componentes
principais. Fator M e Fator S. O Fator M é um componente que apresenta atividade
antimicrobiana para o Micrococcus aureus, enquanto o Fator S apresenta atividade contra o

Bacillus subitilis. Contudo, a interacdo sinérgica desses dois componentes faz da
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virginiamicina um antibiético de ampla atividade contra microorganismos gram positivos,
entre eles, Sapyilococcus aureus, Lactobacillus acidophylus, Clostridium welchii, Bacillus
subitilis, Escherichia coli, Candida albicans, Mycobacterium tuberculosis e Corynebacterium
xerosis. A virginiamicina é estéavel por trés anos em condices de baixa umidade e
temperatura ambiente. Ndo € degradada no processo de peletizacdo da racdo e pode
permanecer estavel na racdo por até 3 meses. E rapidamente metabolizada e excretada pelo

animal, ndo necessitando do periodo de retirada da racdo antes do abate (KLINE, 1991).

2.3.2.AVILAMICINA

Avilamicina (Ce1HssClO32) € 0 nome genérico do antibidtico oligossacarideo do
grupo orthosomicina, produzido pela fermentacdo de Streptomyces viridochromogenes.
Possui acdo antibacteriana para varias espécies de bactérias gram positivas e negativas, entre
elas, Lactobacillus cereus, Clostridium prefringens, Corinebacterium bovis, Micrococcus
luteus, Staphilococcus aureus, Streptococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella cholerae
suis e Treponema hyodysenteriae. E rapidamente metabolizada e excretada pelo animal, no
necessitando do periodo de retirada da ragdo antes do abate (CEREZO et al. , 1991).

2.3.3. NITROVIN

Nitrovin [1,5-bis(5-nitro-2-furyl)penta-1,4-dien-3-one aminohydrazone hydrochloride]
€ uma substancia derivada do nitrofurano, comercializado com o nhome de Panazon (Japdo),
Peson, Orphazone e Payzone. Sua agdo microbiana in vitro inibe ou destroi algumas bactérias,
a maioria ndo patogénica. In vivo, nitrovin inibe somente o Clostridium welchii e promove o
aumento do numero de bactérias coliformes estimulantes do crescimento e de lactobacilus
heterofermentativos no intestino delgado do frango, estimulando a formagdo de vitaminas,
facilitando com isso, 0 crescimento do animal. Seu mecanismo de acdo ndo esta muito bem
elucidado, mas como sua acdo antimicrobiana € baixa, supde-se que seu modo de acéo se deve
provavelmente a seu efeito sobre o processo digestivo, com acdo especial sobre o
metabolismo proteico. Somente uma pegquena fracdo do nitrovin ingerido pelo animal é
absorvida por ele, o restante é eliminado, principamente pelas fezes. As bactérias
Saphylococcus aureus e os lactobacilos podem adquirir resisténcia ao nitrovin. Em
experimentos in vitro se observou gque a resisténcia de Staphylococcus aureus era transferivel
e que algumas cepas de Staphylococcus aureus eram resistentes a furazolidona e a outros

nitrofuranos. Em experimentos in vivo ndo se observou a transferéncia de resisténcia
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(KOSTER, 1973). Assim como a virginiamicina, 0 nitrovin e a avilamicina sdo estaveis por
trés anos em condicles de baixa umidade e temperatura ambiente. N& sdo degradados no
processo de peletizacdo da racéo e nela podem permanecer estaveis por trés meses (Kline,
1991).

2.3.4. OLAQUINDOX

Olaguindox [2-(N-2-hydroxyethylcarbamoyl)-3-methylquinoxaline-1,4 dioxide] € uma
substéncia usada como promotor de crescimento na alimentagdo de animais de fazenda.
Possui acdo antibacteriana para varias espécies de bactérias, porém seu espectro € mais
efetivo para as bactérias gram negativas, entre elas, Clostridium prefringens, Corinebacterium
diphteriae, Escherichia coli, Salmonella ccholerae suis, Salmonella typhimurium,
Saphylococcus aureus e Sreptococcus haemolyticus Somente uma pegquena fragdo do
Olaquindox ingerido pelo animal é absorvida por ele, o restante é eliminado nas fezes. O
olaguindox é estével por dois anos desde que esteja protegido da luz em condi¢des de baixa
umidade, e temperatura ambiente (CEREZO et a. , 1991). E uma substancia potencial mente
carcinogénica (BIANCOTTO et a., 1996), por isso € muito importante a questdo residua
desta substdncia em tecidos animais de consumo humano, além dos cuidados com seu

manuseio, principalmente na elaboracéo das racoes.

2.4. RESISTENCIA MICROBIOLOGICA

O problema do uso de baixos niveis de antimicrobianos na alimentacéo animal é que
uma microbiota resistente pode ser selecionada pela sua constante exposicdo a estes
antimicrobianos. O uso de antimicrobianos na alimentacdo animal, pode portanto, levar a
expansdo de um “pool” de genes de resisténcia a antimicrobianos na natureza. Existem dois
tipos de resisténcia: a cromossomal e atransferivel.

A resisténcia cromossdmica, se desenvolve através da mutacdo do material genético
cromossomal. Esse tipo de resisténcia s é transmitida para organismos da mesma espécie,
através do processo de divisdo celular, ndo sendo transmitida para organismos de espécies
diferentes. A rapidez e a extensdo do desenvolvimento deste tipo de resisténcia varia de
antibidtico para antimicrobiano. Para a streptomicina, por exemplo, um microorganismo pode
tornar-se altamente resistente em apenas algumas horas, para a erytromicina em poucos dias e

para outros tipos de antibioticos esse processo pode ser mais lento.
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A resisténcia transferivel, foi reconhecida em organisSmos entéricos nos anos cinguenta
por pesquisadores japoneses. A resisténcia transferivel resulta da presenca de um elemento
genético, o Fator R, encontrado no citoplasma das bactérias. Um Unico Fator R, pode
transportar, simultaneamente, a resisténcia de um ou varios tipos de antibiéticos. Assm, no
caso de resisténcia multipla a drogas, 0 uso de um Unico antibiético pode selecionar
microorganismos resistentes a varios outros tipos de antibidticos (KLINE, 1991). Esse tipo de
resisténcia tem sido estudada na flora do intestino humano. Os resultados tem demonstrado
gue as cepas de bactérias de multipla resisténcia sdo encontradas, principa mente, em pessoas
gue trabalham na criagdo animal (SOUZA, 1998). Como 0 nome sugere, este tipo de
resisténcia pode ser transferida de uma célula bacteriana para outra. Essa transferéncia pode
se dar através do processo de conjugacdo, transformacdo e/ou transdugdo. A ocorréncia de
transferéncia de resisténcia tem sido demonstrada em muitos géneros de bactérias gram
negativas e positivas, porém as mais conhecidas sdo do tipo gram negativa, como, Shigella,
Salmonella, Pasteurella, Pseudomonas, Escherichia coli e Aeromonas (KLINE, 1991).

Experimentos feitos com cepas resistentes de isolados de Salmonella para frango de
corte demonstraram que os determinantes de resisténcia residem na conjugacdo de plasmideos
ou transposons (estruturas presentes no DNA da bactéria) e que os determinantes de
resisténcia eram rapidamente transferidos entre espécies diferentes e mesmo entre géneros
diferentes. Sendo assim, organismos resistentes podem ent&o ser transmitido do animal parao
homem através de carne contaminada, pelo contato com o animal vivo (PARKER et a., 1994)
e pelo contato com algum subproduto do meio onde o animal foi criado.

Pesquisas desenvolvidas utilizando animais alimentados com races suplementadas
com e sem antibidticos, tem demonstrado que as bactérias resistentes aos antibiéticos ndo sao
rapidamente eliminadas do intestino. Este € um postulado onde o0s genes de resisténcia tem se
tornado parte de plasmideos estaveis na flora intestinal e que os determinantes de resisténcia,
mesmo na auséncia de forgas “ contra-seletivas’, tem se mantido e permanecido em uma parte
da microbiota intestinal do animal por algum tempo, mesmo parando a suplementacéo de
ragbes com antibiéticos (PARKER et a., 1994).
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2.5.PROBIOTICO

2.5.1.DEFINICAO

Ao longo dos anos a palavra probidtico vem sendo usada de diversas maneiras. Ela foi
usada originalmente para descrever substancias produzidas por protozoarios que estimulavam
0 crescimento de outros microorganismos (LILLY & STILLWEL, 1965). ATHERTON &
ROBBINS (1987) conceituaram probiotico como qualquer produto que pudesse gjudar a flora
normal a manter seu dominio sobre organismos patogénicos. O carater vago desses conceitos
pode ter sido influenciado pelas dividas que existiam naquele periodo, tais como se 0s
microorganismos probidticos deveriam ser veiculados vivos ou ndo. No entanto, o termo,
como significado mais proximo do atualmente empregado, ja havia sido definido por
PARKER (1974) na década de setenta como sendo um suplemento microbiano capaz de
exercer um efeito benéfico sobre a microbiota intestinal do hospedeiro. De forma geral, esse
termo foi definido como sendo, organismos ou substancias que contribuem para o equilibrio
da microbiota intestinal. Esta definicdo por ser imprecisa, ndo é totalmente satisfatoria, ja que
permite a inclusdo dos antibiGticos nesse conceito. Desse modo, a melhor definicdo para
probiéticos seria: um “suplemento alimentar microbiano vivo, capaz de afetar beneficamente
o0 hospedeiro, melhorando o equilibrio da sua microbiotaintestina” (FULLER, 1989 ).

O FDA dos EUA define probiético como uma fonte de microorganiSmos vivos viavels
gue ocorrem naturalmente, os quais podem ser utilizados diretamente na ragdo animal (DFM:
direct-fed-microbial). SILVA (2000), definiu probidtico como um suplemento alimentar,
composto de cultura pura ou composta, de microorganismos vivos, com capacidade de se
instalar e proliferar no trato intestinal, com agéo de promotor de crescimento, beneficiando a
salde do hospedeiro pelo estimulo as propriedades existentes na microbiota natural. O
acumulo de informagBes sobre a composicdo da microbiota intestina do homem e dos
animais, o efeito dos antimicrobianos sobre microbiota e as funcbes que os
microorganismos probidticos podem exercer mantendo o equilibrio desse ecossistema,
exigem uma conceituacdo mais precisa para esse termo. Probidticos sdo, portanto, produtos
gue carreiam, na forma viavel, microorganismos de origem intestinal humana, quando o
produto se destina ao consumo humano, e de origem intestinal animal especifica, quando se
destina ao consumo de uma determinada espécie animal, com finalidade basica de restaurar
ou manter o equilibrio microbiano intestinal (FERREIRA, 1998). Nada impede, no entanto,
gue os probidticos possam ser empregados com finalidades mais especificas, de acordo com
evidéncias experimentais.
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2.5.2. HISTORICO

A historia desses aditivos é conhecida h& centenas de anos, mas somente no inicio do
seculo passado foi estudada racionalmente e pesquisada com bases cientificas. O uso de
organismos probidticos surgiu no Oriente Médio, onde os médicos prescreviam iogurtes e
outros leites fermentados como terapéutica para afeccbes gastrointestinais e também como
estimulante do apetite. A primeira informacdo sobre leites fermentados, influenciando a salide
humana, foi publicada por METCHNIKOFF (1907), pesquisador do Instituto Pasteur de Paris,
apos observar a longividade de camponeses bulgaros e atribuir o fato a dieta constituida
basicamente de leite fermentado. Pesquisando os componentes do leite, Metchnikoff isolou 0
Bacillus bulgaricus , identificando depois como lactobacillus bulgaricus. No seu livro “The
prolongacion of life’, ele especulou que microorganismos nocivos ao aparelho intestind
expelem substéncias prejudiciais a0 hospedeiro. Entdo por ingestdo de alimentos benéficos,
no caso o leite fermentado, pode-se melhorar o ambiente intestina (hoje referida como
manipulacdo microbiana), fortalecendo a salide e aumentando a expectativa de vida do
individuo.

LILLY & STILLWEL (1965) foram os primeiros a utilizar o termo probidtico,
verificando a acdo de microorganismos como promotores de crescimento.

O marco do uso de probidticos em aves foi dado por pesquisadores finlandeses
(NURNI & RANTALA, 1973). Em seus experimentos, observaram que o conteido intestinal
de aves adultas normais, administrados oralmente as aves com um dia de idade, alterava sua
sensibilidade a infeccéo causada por Salmonella spp., prevenindo o estabelecimento desta no
intestino. Esta idéia foi conceituada como “Exclusdo Competitiva’, tornando-se conhecida

como “conceito de Nurni”.

2.5.3. MICROBIOTA INTESTINAL

O feto no Utero é estéril, mas assim que passa através da genitdlia feminina durante o
nascimento € rapidamente contaminado por microorganismos. Assim, 0 recém-nascido
adquire uma microbiota intestinal que € caracteristica de sua espécie. No estado selvagem, o
animal forma sua microbiota intestinal a partir do ambiente contaminado com bactérias da
mée. Esta microbiota, uma vez estabilizada no intestino, forma um sistema complexo e
dindmico, constituido de aproximadamente 400 espécies de bactérias em equilibrio entre si e

com o hospedeiro, responsavel por influenciar decisivamente fatores microbioldgicos,
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fisolégicos e hioguimicos no hospedeiro (GEDEK, 1986; FULLER, 1992). Entre os
principais géneros de bactérias identificados na microbiota ceca das aves, observam-se
invariavelmente a presenca de Bacillus, Bacteridides, Bifidobacterium, Citrobacter,
Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Eubacterium, Fusobacterium,
Lactobacillus, Lactococus, Pediococcus, Peptostreptoscoccus, Propionibacterium,
Ruminococus, Serratia, Velllonella e Streptococcus, entre outros (ANDREATTI &
SAMPAIO, 2000).

As bactérias que habitam o trato intestinal podem estabelecer-se de duas formas: em
profunda associacdo com epitélio intestinal ou livre na luz intestinal, mas se multiplicando
mais rapidamente do que sua €iminacdo pelo peristaltismo intestinal. Estes sdo os
mecanismos que ocorrem, por exemplo, com agumas espécies de Lactobacillus e
Enterococcus, respectivamente. Outras especies bacterianas ndo apresentam capacidade de
aderir-se ao epitélio intestinal, assim como tampouco multiplicam-se em tempo que compense
a eliminacdo pelo peristaltismo, mas permanecem no intestino se agregando a outras
bactérias, que por sua vez estdo aderidas a mucosa entérica (GUSILIS et a., 1999).

Fatores que levem ao desequilibrio da microbiota intestinal, como o0 uso indevido de
antimicrobianos e estresse de qualquer natureza do hospedeiro, podem permitir a instalacdo e
a multiplicagdo de microorganismos patogénicos. Logo, fica evidente que o equilibrio da
microbiota intestinal, reflete diretamente um bom estado de salide do hospedeiro (FULLER &
GIBSON, 1995).

2.5.4. COMPOSICAO E UTILIZACAO

Os probidticos podem conter bactérias totalmente conhecidas e quantificadas ou
culturas bacterianas ndo definidas. Quando as bactérias com capacidade probidtica sao
isoladas do seu habitat convencional e subcultivadas e/ou liofilizadas, algumas das suas
propriedades sdo perdidas. Por outro lado, ndo se conhece, ainda, nem a composi¢do total,
nem a perfeita combinacdo entre as que melhor estimulam as propriedades probidticas ‘in
vivo". Estas sd0 as razdes pelas quais 0s produtos com culturas ndo definidas, ou fezes
frescas, tém melhor acdo probidtica do que as culturas definidas. Ha probidticos com
diferentes composi¢des de microorganismos e mesmo agueles pertencentes a mesma espécie,
podem ter cepas diferentes. A eficacia do produto € estritamente dependente da quantidade e

das caracteristicas das cepas do microorganismo utilizado na elaboragdo do produto a ser
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utilizado como aditivo alimentar. Portanto, € importante que se analise os probiéticos como
produtos separados, da mesma maneira como é feito com os antibiéticos (LODDI, 2002).

As espécies animais para as quais existem produtos comerciais disponiveis sdo: aves,
suinos, bovinos, ovinos, equinos, caes e gatos. As espécies de bactérias mais comuns
utilizadas no preparo dos probidticos sao: Lactobacillus bulgaricus, L. acidophilus, L. casel.
L. lactis, L. salivarius, L. plantarum, L. reuteri, L. johonsii, Streptococcus thermophilus,
Enterococcus faecium, E. faecalis, Bifidobacterium spp, Bacillus subtilis e B. toyoi. E
importante que as bactérias sejam hospedeiro-especificas para que a maxima eficacia do
probidtico sgja atingida (BUTOLO, 2001). Os probidticos podem ser aplicados de varias
formas: adicionados nas racfes, na agua de beber; na pulverizagdo sobre os animais, em

capsulas gelatinosas; inoculados em ovos de aves embrionados e na cama usada de aves.

2.5.5. CRITERIOS DE SELE(;AO PARA UM PROBIOTICO EFETIVO
Vé&rios pontos devem ser considerados na selecdo e produgdo de microorganismos a
serem usados como probidticos (SIMON & GORBBACH, 1984; JONES & TOMAS, 1987,
FULLER, 1989; SISSONS, 1989; VANBELLE at al., 1990; STROMBECK & GUILFORD,
1991; MONTES & PUGH, 1993; NOUSIAINEN & SETALA, 1993; SALMINEN et al.,
1993; FERNANDES, 1995; SILVA, 2000):
Devem ser habitantes naturais do tratogastrointestinal (TGIl) de animais saudaveis e
espécie-especificos. As estirpes adequadas para aves, por exemplo, podem ndo ter a
mesma eficiéncia em outras espécies,
Devem ser capazes de produzir culturas viaveis em concentracfes efetivas. Embora as
medidas de concentracdo ndo sejam ainda precisamente conhecidas, estima-se que devam
ser por volta de 10° e 10’ UFC/ml para Lactobacillus e bactérias bifidas, respectivamente.
Os microorganismos devem ser cultivados num ambiente muito semelhante ao que seréo
introduzidos, do contrério seu tempo de crescimento pode ser prolongado e eles podem
ndo conseguir se multiplicar e colonizar o intestino;
Devem possuir bactérias capazes de serem ativadas e multiplicadas rapidamente, apds a
ingestdo do produto, com o intuito de inibir patdgenos e proporcionar condi¢bes de
resisténcia ao peristaltismo;
As estirpes selecionadas devem ser tolerantes a enzimas salivares, &cidos estomacais, sais

biliares do intestino delgado e acidos organicos voléteis do intestino grosso;
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Devem ser capazes de se aderir as células epiteliais do intestino e excretar fator anti- E.
coli;

N&o podem ser patogénicos ou capazes de produzir efeitos adversos no hospedeiro;

Devem ser estdveis e precisam manter a viabilidade por longos periodos quando
estocados,

Devem resistir aos antimicrobianos e as altas temperaturas do processamento e

Devem ser capazes de produzir culturas viaveis e de eficiéncia comprovada no animal em
guestdo. A mistura de diferentes microorganismos é mais segura do que uma Unica

espécie ou estirpe no produto comercial.

2.5.6. MECANISMO DE ACAO

O mecanismo ou 0s mecanismos de acdo dos probidticos ndo estdo completamente
elucidados. Existem alguns modos de acdo propostos para os probidticos “na sua atividade
contra microorganismos patogénicos, aumentando a resisténcia do hospedeiro as desordens
gastrointestinais’ (FOX, 1998, FULLER, 1989; SISSONS, 1989; PORUBCAN, 1990;
MONTES & PUGH, 1993; JIN et a., 1997; SILVA, 2000). As seguintes hipéteses sdo

cogitadas como possiveis mecanismos de agéo:

2.5.6.1. COMPETICAO PELOS SITIOS DE ADESAO OU LIGACAO

Este conceito ficou também conhecido com o nome de “Exclusdo Competitiva’,
descrita por Esko Nurmi em 1973, na Filandia. As bactérias probiéticas ocupam sitios de
ligagdo (receptores ou pontos de ligagdo) na mucosa intestinal formando uma barreira fisica as
bactérias patogénicas. Sao necessarias 40 bactérias para recobrir a superficie de uma célula
intestinal. Assim, as bactérias patogénicas seriam excluidas por competicdo. Certas espécies
de bactérias produtoras de &cido lactico competem com coliformes por sitios de aderéncia
intestinais (SISSONS, 1989). Estudo conduzido na Franca com espécies de Bifidobacterium
verificou-se que, a propriedade de competir pelos sitios de adesdo € dependente do nimero de
bactérias viaveis que chegam ao local a ser colonizado e do tipo de receptor especifico para a
bactéria (VANBELLE, 1990). Além disso acredita-se na existéncia de interrelagdes entre
alguns dos metabdlitos produzidos pelas espécies probidticas. Algumas espécies de
Bifidobacterium tém afinidade de ligagcdo pel os receptores b-glucosamina que sdo 0S mesmos
sitios de ligacdo de algumas espécies de E. coli enteropatogénicas. Desse modo a espécie da

competicdo por sitios de adesdo pode ser comprovada em alguns casos especificos.
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2.5.6.2. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A producdo de acido lactico e acético pelas bactérias utilizadas como probiéticos
reduze o pH do ambiente do trato gastrointestinal (TGI), prevenindo o crescimento de varios
patdgenos, inclusive coliformes e permitindo o desenvolvimento de certas espécies de
Lactobacillus (KLAENHAMMER, 1982; ATHERTON & ROBBINS, 1987). Outras
substéncias microbianas como bacteriocinas, nisina, acidofilina, lactalina, perdxido de
hidrogénio e toxinas letas para certos patdgenos, também sdo produzidas por
microorganismos de acdo probidtica (VANBELLE et a., 1990). As bacteriocinas séo
substancias antibioticas de acdo local, que inibem o crescimento de patdégenos intestinais. As
bactérias acido lacticas produzem nisina, diplococcing, lactociding, bulgaricina e reuterina.
Estas substancias apresentam atividade inibitoria tanto para bactérias gram-negativas quanto
para gram-positivas, como a Salmonella spp., E. coli e Saphylococcus spp. As bactérias
intestinais, utilizando-se de ingredientes aimentares ndo absorvidos integralmente pelo
hospedeiro (prebidticos) produzem alguns &cidos organicos, como o propidnico, o acético, o
butirico e o lactico, além do perdxido de hidrogénio, cujos espectros de acdo incluem também
ainibicdo do crescimento de bactérias patogénicas. Aparentemente a agdo bacteriostética dos
acidos graxos € dependente do pH, pois quanto maior a reducdo deste, maior a quantidade de
acido e efeito antibacteriano mais intenso. Nao deve ser descartada a idéia de gque todas estas
substéncias antibacterianas podem atuar em associagdo, ndo sO entre s como fatores
desencadeantes e processantes, mas também como bloqueio fisico. Algumas bactérias
secretam enzimas como a b-glucoronidase e hidrolases de sais biliares que liberam compostos

como é&cidos biliares com acdo inibitdria sobre as outras bactérias (JN et al., 1997).

2.5.6.3. NEUTRALIZACAO DE ENTEROTOXINAS

Certos microorganismos produzem metabdlitos que sdo capazes de neutralizar os
efeitos de enterotoxinas produzidas por coliformes (SISSONS, 1989) e ainda reduzem a
absor¢do de substancias toxicas como, por exemplo, daambnia (VANBELLE et a., 1990). Os
probidticos que contém Bifidobacterium previnem a formagdo de aminas toxicas pelas
bactérias intestinais (STEWART & CHESSON, 1993).

2.5.6.4. ALTERACOES DO METABOLISMO

Alguns probidéticos podem atuar pelo aumento da atividade enzimética: como da b-

galactosidase, modulando os efeitos de individuos lactase-deficientes, ou pela diminuicéo da
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atividade enzimatica como a da b-glucuronidase, da nitrorredutase e da azurredutase,
responsaveis pela producdo de substancias pré-cancerigenas (SISSONS, 1989; VANBELLE
et a., 1990). STEWART & CHESSON (1993) relatam que os probidticos parecem possuir

uma acdo anticancerigena.

2.5.6.5. AUMENTO DA IMUNIDADE

Nos recém-nascidos a imunidade é o resultado da exposicéo intestinal a uma variedade
de antigenos, tais como bactérias patogénicas e proteinas dietéticas, o que € importante na
defesa dos animais jovens contra diarréia (PORTER et al., 1987; SISSONS, 1989). As
bactérias produtoras de &cido lactico aumentam a atividade de macrofagos e linfocitos
(SISSONS, 1989) e ainda podem estimular o0 sistema imunolégico por meio da producdo de
vitaminas e do aumento da capacidade das células das microvilosidades de absorverem
lactose, sacarose e maltose, ndo deixando esses agucares disponivels para o crescimento de
patodgenos (SILVA, 2000).

2.6. PREBIOTICOS

Prebidticos sdo ingredientes ndo digeriveis da dieta aimentar que afetam
beneficamente o organismo animal, pelo estimulo seletivo ao crescimento e/ou a atividade de
um grupo limitado de microorganismos no célon intestinal, podendo melhorar a salide do
hospedeiro (GIBSON & ROBERFROID, 1996). O conceito de substéncias prebidticas €
relativamente recente. Na década de 80, YAZAWA & TAMURA (1982) indicaram a
importéncia da ingestdo de carboidratos ndo digeriveis no aumento de bifidobactérias e
sugeriram gue os frutoligossacarideos (FOS) como sendo efetivos na melhoria da microbiota
intestina. O consumo de FOS resultou na supressdo de substéncias putrefeitas e na
diminuicéo da incidéncia de constipacao.

As substéncias prebidticas mais conhecidas sdo: FOS, “neosugars’, inulinas, lactulose,
lactitol e transgalactosideos (TOS). Atualmente os prebidticos de maior interesse séo aqueles
que objetivam estimular bifidobactérias residentes no colon intestinal. A estratégia de
equilibrar a microbiota nessa area do intestino resultou do acimulo de informacbes que
propiciaram um melhor entendimento da regulagdo da microbiota intestina nas diversas
espécies. Em resumo, a microbiota do intestino delgado € instavel mas permite ateracdes. Ja
o cdlon intestinal apresenta uma microbiota mais estavel, porém extremamente sensivel aos

antimicrobianos e de dificil reposicdo por via exdgena, desbal anceando-se com facilidade.
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Os seguintes critérios permitem a classificagdo das substancias como prebidticos
(ANDREATTI & SAMPAIQ, 2000):
N&o podem ser hidrolisadas ou absorvidas nas por¢oes iniciais do TGI;
Devem sofrer fermentac@o seletiva por um limitado nimero de bactérias potencialmente
benéficas no colon intestinal;

Deverdo induzir preferencialmente, efeitos sistémicos benéficos a salide do hospedeiro.
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi dividido em duas etapas: uma experimental, com 0s animais, que
denominamos zootécnica e a outra, a anadlitica, com cama de avi&io. A primeira, foi
desenvolvida com frangos de corte em uma granja experimental avicola e a segunda, com
cama de aviario, desenvolvida no Laboratdrio de Farmacocinética da Coordenadoria Especial
de Farmacologia da UFSC e no Laboratério de Uso Comum do Centro de Ciéncias Biol 6gicas
da UFSC.

3.1. ETAPA ZOOTECNICA

3.1.1. LOCAL E PERIODO

A etapa zootécnica foi conduzida na granja experimental da empresa Frangos Macedo
S. A. no municipio de Sdo José — SC a 20 km do centro de Floriandpolis. Esta etapa ocorreu
no ano de 2001, iniciando-se no més de fevereiro com preparo dos galpdes experimentais e

terminando no més de abril com o abate dos frangos e a coleta das amostras.

3.1.2. ANIMAIS
Foram utilizados 2880 pintos de corte de um dia, machos da linhagem COBB,

provenientes do Incubatdrio da empresa Frangos Macedo, localizado na Fazenda Albardéo,
Enseada de Brito no municipio de Palhoga — SC.
O trangporte dos pintos de um dia até a Granja Experimenta foi feito através de

caminhdo adaptado para o transporte de pintos, com temperatura e umidade controlada.

3.1.3. INSTALA(;AO E MANEJO

O gapdo experimenta utilizado no experimento, estava subdividido em unidades de
4t (baias). As baias estavam equipadas com um bebedouro automético do tipo niple e um
comedouro pendular com capacidade para 20 Kg de ragdo (Anexo 1). As sessenta e quatro
baias receberam, apos 0 vazio sanitario de quinze dias, uma camada de cepilho (maravalha de
madeira) de aproximadamente vinte centimetros de altura. Cada baia recebeu uma ficha de
identificagdo, na qual constou, além do nimero da baia e do tratamento, os registros de

mortalidade, de consumo de racdo e de peso dos animais (Anexo 2). As baias receberam
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guarenta e cinco pintos de um dia cada uma. Considerou-se cada baia uma repeticéo
experimental.

A temperatura e a umidade dentro do galpdo foram controladas com o auxilio de
termbmetros, ventiladores elétricos, nebulizadores, campanulas e cortinas de pléstico (Anexo
1).

As racdes experimentais foram depositadas em um conjunto de silos enumerados na
entrada do galpdo (Anexo 1). Cada tipo de ragdo constituiu um tratamento experimental (Tab.
leTab. 2).

O experimento teve duragdo de quarenta e oito dias. Do primeiro ao quadragésimo
segundo dia as aves receberam as ragfes experimentais e do quadragésimo terceiro ao
quadragésimo oitavo dia, receberam racdo de retirada (racdo sem aditivo) conforme a portaria
n° 159, de 19 de junho de 1992 do Ministério da Agricultura. Os animais foram pesados nas
idadesde 7, 21 e 48 dias (Anexo 1).
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Tabela 1 — Composicéo percentua e quimica das races experimentais.

Ingredientes % Racdo inicia Racdo Crescimento Ragéo Retirada
Milho 54,3327 67,0724 75,1386
Farinha de Carne - 4,431 2,8481
Farelo de soja 38,4887 24,1694 13,2824
Oleo de snja 2,8695 - -
Oleo de frango - 25835 20235
Sal 0,7153 0,3425 0,2782
Farinha de penas 5
Farinha de ostras 1,5489 0,6455 0,6681
Fosfato atual 15212 - -
Premix RI Vit. 02 - -
Premix RC Vit. - 0,2 -
Premix RR Vit. - - 01
Premix Min. 01 0,1 -
Cloreto de Colina 70% 0,0337 0,0245 0,0295
Hidréxido anadlogo - 0,3118 0,2597
Aditivo testado * * * *

Composicéo calculada

ProteinaBruta% 22 18,3 17,22
Energia Metabolizavel (Kcal EM/KQ) 2950 3100 3150
Gordura % 5,29 5,88 5,933
Fibra % 3,158 2,819 2,452

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppmOlaquindox®); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico®Plus); Tratamento 8 (Bioplcus® 2B).
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3.1.4. TRATAMENTOS

Os animais foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 8
tratamentos e 8 repeticdes ( Anexo 1). Cada tratamento correspondeu a um tipo de racdo, que
foi constituida por um aditivo especifico, com fun¢do de promotor de crescimento na sua
composic¢ao. Os tratamentos utilizados no experimento, bem como as suas composicoes, séo
demonstrados na tab. 2.

Tabela 2 - Composicao dos tratamentos experimentais

PROMOTOR DE CRSCIMENTO
TRATAMENTO —

ADITIVO CONCENTRACAO KgTon
1 Controle Semantimicrobiano e probidtico
2 Antimicrobiano | 40 ppm denitrovin e 10 ppm devirginiamidna 1
3 Antimicrobiano | 7,5 ppm avilamicdinae 40 ppm de olaguindox 1
4 Antimicrobiano | 80 ppm denitrovin €20 ppm devirginiamicna 1
5 Antimicrobiano | 15 ppm avilamicinae 80 ppm de olaguindox 1
6 Probidtico Colustrun? Avis. 2/ave no primeiro dia aé consumo totd. Apds,

racéo controle (RC).

7 Probidtico Smbidtico™ Pus nosprimeiros sste dias Apds RC.
8 probidtico Bioplus® 2B 1Kg
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O tratamento 1 (T1) foi considerado o tratamento controle. Neste tratamento os

animais receberam racdo sem antimicrobiano e sem probidtico (ragdo controle).

Os tratamentos 2 e 4 (T2 e T4) e os tratamentos 3 e 5 (T3 eT5) foram formados pelos
mesmos tipos de antimicrobianos, diferindo entre s apenas na quantidade. O T4 recebeu 0
dobro da quantidade de antimicrobiano do T2, e 0 T5 o dobro da quantidade de antimicrobiano do
T3. Os tratamentos com o dobro da quantidade de antimicrobianos, foram constituidos para
investigar, se uma quantidade de antimicrobiano maior do que a recomendada pelo fabricante,
implicaria na ocorréncia de residuos dessas substincias na cama de avi&io e
consequentemente no ambiente.

O tratamento 6 (T6) foi formado pelo probiético de nome comercial Colustrun? Avis,
composto de bactérias anaerébias (10° UFC/g), do género Enterococus (10° UFC/g),
coliformes n&o patogénicos (10° UFC/g), bactérias produtoras de &cido l&tico (10° UFC/g);
mananoligossacarideos (20%) e lactose (15%). A quantidade administrada foi de 2g/ave no
primeiro dia de vida do frango, apds o0 completo consumo desta quantidade, utilizou-se racéo
controle até o abate.

O tratamento 7 (T7) foi formado pelo probiético de nome comercial Simbiético® Plus.
Os animais deste tratamento receberam esse probidtico integralmente do primeiro ao sétimo
dia de idade, ap0s esse periodo forneceu-se ragdo controle. O produto apresenta em sua
composic&o bactérias anaerdbias (10° UFC/g), bactérias do género Enterococus (10° UFC/g),
coliformes n&o patogénicos (10° UFC/g), bactérias produtoras de &cido l&tico (10° UFC/g);
mananoligossacarideos (85%) e lactose (14%).

O tratamento 8 (T8) foi formado pelo probidtico de nome comercia BioPlus® 2B,
composto de Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis (3,2 x 10° UFC/g). Esse composto foi
adicionado na ragdo na proporcéo de 1 Kg por tonelada e distribuido a vontade para as aves,

do primeiro ao quadragésimo segundo dia de vida dos frangos.
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3.1.5. PARAMETROS AVALIADOS

Durante o periodo experimental avaliou-se o consumo de racdo (CR), peso vivo (PV),
0 ganho de peso (GP), a conversdo alimentar (CR/GP) e a mortalidade.

Um dia antes do abate foram selecionadas aleatoriamente, pesadas e identificadas duas
aves de cada baia, as quais foram submetidas a restricdo alimentar pré-abate de doze horas. O
transporte da granja ao abatedouro ocorreu as seis horas da manha. No abate, se avaliou o
rendimento de carcaca, o rendimento de coxa e sobrecoxa e o rendimento de coracdo e figado.

Determinou-se também o Fator de Producdo para os diferentes tratamentos. A formula

utilizadafoi: ,onde:

FP representa o fator de producéo,

PV 0 peso vivo (Kg),

V aviabilidade (quantidade de animais vivos),
CA representa a conversdo alimentar e

| aidade de abate (dia).

3.1.6. ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram avaliados utilizando-se o programa SYSTAT (SYSTAT FOR

WINDOWS, 1994), usando-se o0 modelo linear de andlise de variancia. As médias dos
parametros foram comparadas pelo teste TUKEY, sendo o nivel de significancia de p>0,05

considerado capaz de revelar diferencas significativas entre grupos.
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3.2. ETAPA ANALITICA

3.2.1. ANALISE DAS AMOSTRAS

O teor residual de nitrovin foi determinado nas amostras de cama de avi&rio
provenientes de frangos gque receberam ragdo aditivada com os antimicrobianos nitrovin e
virginiamicina (Tratamentos 2 e 4), enquanto a andise de olaquindox foi realizada em
amostras de mesma matriz, provenientes de frangos que receberam racéo aditivada com
olaguindox e avilamicina (Tratamentos 3 e 5). A avilamicina e a virginiamicina ndo foram
analisadas por dificuldades técnicas.

As concentracOes de nitrovin e olaguindox foram determinadas por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) de fase-reversa acoplada a um detector ultravioleta, no

comprimento de onda 380 e 376 nm respectivamente.

3.2.1.1. INSTRUMENTAL UTILIZADO

A andlise cromatogréfica foi realizada com um sistema para CLAE da marca
Shimadzu Co., Japdo, constituido de uma bomba modelo LC-10 AS, acoplada a um detector
ultravioleta, modelo SPD-10A, sendo o sinal transcrito por um integrador computadorizado,
modelo Chromatopac C-R6A. As amostras foram injetadas manualmente através de uma
vévula injetora Rheodyne, modelo 7125, equipada com septo (loop) de 20 ou 200 mi
(Rheodyne, Cotati, CA, USA). Foi empregada uma coluna analitica de fase-reversa, tipo C18,
empacotada com um polimero de silica de octadecilsilano (Spherisorb S5 ODS-2, 5mm, 250 x
4,6 mm, marca Phase Sep, Deeside Ind. Est., Queensferry, Clwyd, UK) a qual foi protegida
por uma guarda-coluna de aco inoxidavel 20 x 2 mm, empacotada com particulas de
octadecilsilano de tipo pelicular (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

3.2.1.2. CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A fase mével foi constituida de uma mistura volumétrica de acetonitrila - acido acético
glacial - &gua - dietilamina (50: 49: 1: 0,05; em ml) para o nitrovin e de uma mistura
volumétrica de metanol — &gua (15 : 85) para o0 olaguindox. Estas solucbes foram
desgaseificadas por ultra-som e filtradas a vacuo em membrana de néilon com 0,45nm de
porosidade e entdo bombeadas de modo isocrético a um fluxo de 1,0 mli/min. através da

coluna analitica mantida a temperatura ambiente.
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Os picos foram detectados pela absorbancia de luz ultravioleta em comprimentos de

onda (| ) de 380 nm para o nitrovin e 376 nm para o olaguindox, sendo a sensibilidade do
detector de 0,005 AUFS para a andlise dos dois compostos.

3.3.1.3. DROGAS, REAGENTES E SOLUCOES

Foram empregados padrdes de nitrovin (98,2%) e olaquindox (99,8%), assm como
reagentes e solventes de grau cromatografico como: dietilamina, acetonitrila,
dimetilformamida e metanol da marca Tedia e Nuclear.

As solugdes aquosas foram preparadas com agua ultrapura (resistividade maior que
18,2 mohm>cm) produzida por um sistema purificador modelo Milli-Q Plus (Millipore Corp.,
Milford, MA, USA).

As solucdes padrdes dos analitos foram preparadas por diluicdo seriada apos dissolver-
se 5 mg da droga, previamente dessecada durante um dia em dessecador a vacuo contendo
silica-gel, com 50 ml de acetonitrila — dimetilformamida (50 : 50) ou metanol — agua (15 :
85), respectivamente para o nitrovin e olaguindox. Solugdes de 1,0; 10,0 e 100,0 ppm foram
preparadas no inicio dos ensaios e mantidas a -20°C até o momento de uso, quando entdo
eram deixadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz para reequilibrar antes de serem

utilizadas.

3.2.1.4. PROCEDIMENTOS
3.2.1.4.1. COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Sessenta e quatro amostras de cama, correspondentes as 64 baias do experimento,
foram coletadas no 48° dia (ltimo dia do experimento). Cada amostra com aproximadamente
1 Kg de cama, constituida a partir de coletas em dez pontos equidistantes de cada baia, foi
etiquetada e transportada da granja experimental até o Laboratorio de Farmacocinética. No
laboratério, aiquotas das amostras (~30 gramas) foram transferidas para potes plasticos e
postos a secar em estufa a 40°C até a estabilizac8o do peso, quando entdo foram armazenadas
a-20°C.

No mesmo dia foram coletadas amostras (~50 Kg) da cama de cada baia. As amostras
foram colocadas em sacos de lona pléstica (100 L), identificadas e transportadas até o
Departamento de Zootecnia — CCA — UFSC, onde ficaram empilhadas umas do lado das

outras, agrupadas por tratamento. As amostras permaneceram, dessa forma, por 180 dias, para
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evidenciar a degradacdo dos antibacterianos fornecidos aos animais durante esse periodo.
Foram retiradas amostras para andlise aos 60, 120 e 180 dias. Procurou-se reproduzir o que é
feito pelo agricultor atualmente, que € retirar a cama do aviario e “estoc&-la’ na propriedade

por até 180 dias (para posteriormente utiliza-la como adubo).

3.2.1.4.2. EXTRACAO DASAMOSTRAS

Os antimicrobianos foram extraidos de aliquotas de 1,0 g de amostra de cama seca, em
tubo de ensaio de 20 mL, com 10 ml de acetonitrila-dimetilformamida (50:50) para o nitrovin
e 10 ml de acetonitrila na presenca de 2,0 g de sulfato de sodio anidro, para o olaguindox. Em
seguida, os tubos foram mantidos em banho de ultra-som durante 20 minutos, agitando-se
vigorosamente em vortéx durante 1 min., a cada intervalo de 4 min. Apds, 5 ml da fase
organica foram transferidos para tubos de 10 ml e centrifugados a 2000 g (4 000 rpm) por 10
min.

Para a andlise do nitrovin, 1,0 ml da solugdo de extracdo foi transferido para um
microtubo tipo Eppendorf, centrifugado a 20000 g (14 000 rpm), por 10 min., a4 °C, e uma
aliquota de 40 m foi injetado no cromatografo equipado com um septo de 20 mi.

Para 0 ensaio do olaguindox, 2,0 ml da solucdo de extragcao foram transferidos para
tubos de 5 ml, evaporados em banho-maria a 37°C sob uma corrente suave de N,. O residuo
foi dissolvido em 400 ml de fase movel com auxilio de vortex e banho de ultra-som,
transferido para um microtubo tipo Eppendorf, centrifugado a 20000 g (14 000 rpm), por 10
min., a4 °C, e uma aiguota de 100 nl foi injetado no cromatografo equipado com um septo
de 200 m.

Todo o processo de extracdo do olaquindox foi protegido da luz actinica, mantendo-se
apenas uma penumbra no ambiente para evitar a decomposi¢ao da substancia.

Apbs o0 preparo, as amostras de nitrovin e olaquindox foram protegidas da luz,
mantidas sob refrigeracéo (4 - 8 °C) por uma hoite e transportadas em embalagem térmica

hermeticamente fechada até o Laborat6rio de Cromatografia.

3.2.1.4.3. CURVA DE CALIBRACAO

As solugdes utilizadas na construcdo da curva de calibracgo foram preparadas com as
solucgdes estoques dos padrbes diluidos nos solventes de extragdo. Para tal, 1g de cama de
aviario ( amostra isenta de nitrovin e olaquindox ) foi contaminado com 10 ml de solvente

extrator contendo quantidades conhecidas do analito. Com base na quantidade do composto
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gue esperava-Se encontrar na cama, estabeleceu-se que na curva de calibracdo seriam
utilizadas solugbes com as seguintes concentragoes: 0,0; 1,0; 3,0; 6,0; 8,0; 10,0; 15,0; 20,0
ppm para o nitrovin e 0,0; 1,0; 3,0; 6,0; 8,0; 10,0 ppm para o olagquindox.
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3.2.1.4.4. CALCULO DAS CONCENTRACOES

A equacdo da curva de calibracgo foi determinada por regressdo linear baseada no
método dos minimos quadrados. A curva de calibracdo foi tracada lancando-se no eixo dos
“X" as diferentes concentraces das solucbes padrdes e no eixo dos “y” as areas dos picos
correspondentes a droga. As concentragdes de nitrovin e olaguindox nas “amostras
desconhecidas’ foram calculadas pelo emprego da equacéo (y = ax + b), onde x é a
concentracdo da droga ha cama (ppm = ng/g), y € a area do pico da droga, a € ainclinacdo da
retaeb é o vaor do intercepto (LAU et al., 1987).

3.2.2. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

3.2.2.1. AVALIACAO DA VARIABILIDADE DO ENSAIO

Para avaliar a reprodutibilidade e a repetibilidade do método analitico foi realizado o
inter-ensaio e o intra-ensaio e calculada a precisao e exatidao dos mesmos.

Para a realizac8o do inter-ensaio varias amostras de mesma concentracdo da curva de
calibracéo foram preparadas como descrito no item 3.2.1.4.3 e anaisadas como amostras
desconhecidas em vérios ensaios (cada um feito em dias diferentes).

Para a realizacdo do intra-ensaio, 5 amostras de cama foram contaminadas com 2
concentragcoes diferentes de nitrovin (6 e 15 ppm) e olaquindox (3 e 8 ppm) e analisadas como
amostras desconhecidas num Unico ensaio (feito no mesmo dia).

A precisdo, expressa pelo Coeficiente de Variagéo (C. V., em %) foi calculada como
sendo: Desvio padrdo , média” 100.

A exatiddo, expressa em porcentagem (%), foi calculada como segue: Concentracéo
obtida (ppm) , Concentracdo adicionada (ppm) ~ 100 (DEMOTES-MAINAIRD et al., 1989).

3.2.2.2. RECUPERACAO DOS COMPOSTOS NO PROCESSO DE EXTRACAO

A recuperacdo do analito pelo processo de extracéo foi avaliada no intra-ensaio com 5
amostras de matriz contaminadas com 2 concentractes diferentes de nitrovin (6 e 15 ppm) ou
olaguindox (3 e 8 ppm) e analisadas pelo mesmo método como amostras desconhecidas num
Unico ensaio. A recuperacdo, expressa pela porcentagem (%) da droga extraida da matriz, foi

comparada com a resposta obtida com a injecdo de 5 aliquotas de solugdes padrbes de
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concentragdes equivalentes de nitrovin e olaguindox, preparadas em fase movel (sem
extragcdo) e injetadas diretamente no cromatografo. O calculo da recuperacéo (%) foi realizado
dividindo-se a area do pico de nitrovin ou olaquindox da amostra padrédo na matriz (cama)
pela érea do pico do respectivo analito na solucdo padrdo de concentracdo correspondente

preparada em fase mével. A razdo foi multiplicada por 100 para expressar a % de

recuperacéo.

3.2.2.3. AVALIACAO DA ESTABILIDADE

Solucdes padrées de nitrovin e olaquindox foram preparadas em fase-moéve (1 e 10
ppm), mantidas sob refrigeracdo (4 a 8 °C) e ao abrigo da luz até o término dos ensaios. Em
cada ensaio cromatografico, duas aliquotas das solugdes foram injetadas no cromatégrafo e
suas respectivas &reas dos picos comparadas com as anteriores com 0 objetivo de detectar

alteractes na estabilidade dos compostos durante as andlises.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. DESEMPENHO ZOOTECNICO DOSANIMAIS

Nas condi¢cbes experimentais deste trabalho, foram utilizados antimicrobianos e
probi6ticos como aditivo na aimentacéo de frangos de corte. A comparacdo do desempenho
zootécnico, foi feita através da andlise dos parametros de peso vivo, ganho de peso, consumo
de racéo e conversdo alimentar para os periodos de 0 a21; 21 a48 e 0 a 48 dias de idade. Nas
tabelas 3, 4 e 5, encontram-se 0s resultados obtidos para os trés periodos analisados.

Pode-se observar que ndo houve diferencas significativas nos resultados para todos os
tratamentos em relacdo ao tratamento controle, para 0s parametros peso Vvivo, ganho de peso e
consumo de ragdo nos trés periodos analisados (Tab. 3 ab).

Para a conversdo alimentar pode-se observar que, no periodo de 0 a 21 dias de idade
(Tab. 3) os probidticos do tratamento 7 (Simbiético® Plus — composto principalmente de
enterococus e coliformes ndo patogénicos) e tratamento 8 (probiético Bio plus® 2B — Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis) tiveram um aumento significativo (p>0,05%) em relacéo aos
demais tratamentos. No periodo de 21 a 48 dias de idade (Tab. 4), o probidtico do tratamento
6 (Colustrum® Avis — composto principalmente de bactérias anaerbias, enterococus e
coliformes ndo patogénicos) também apresentou um aumento significativo (p>0,05%) em
relacdo aos tratamentos 2 (40 ppm de nitrovin e 10 ppm de virginiamidna) e 5 (15 ppm avilamidnae
80 ppm de daguindox), traduzindo-se num menor desempenho para conversao aimentar, o
mesmo acontecendo para os tratamentos 6 e 7 em relacdo aos tratamentos 2, 4 e 5 (com
antimicrobianos) no periodo de 0 aos 48 dias de idade (Tab. 5).

Essa diferenca de resultados entre os tratamentos para a conversdo alimentar (CA) se
reflete nos custos de producéo como pode ser observado na tabela 6. Observa-se que o custo
obtido pela diferenca da melhor CA em relacdo a pior é€ de R$ 0,09 por frango e R$ 1620,00
por lote. Se considerarmos, na andlise de custos, somente 0s parametros apresentados na
tabela 6, 0 uso dos probidticos onera o custo de producdo. Entretanto, se considerarmos, que
este produto “traz menos riscos a salde do homem e a0 ambiente”, se podera agregar um

valor maior ao frango produzido, compensando assim o aumento do custo de producéo.
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Tabela 3 — Médias (+ Desvio Padréo) do peso vivo (PV), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR) e conversdo aimentar (CA) de frangos de corte no periodo de O - 21 dias de

idades nos diferentes tratamentos (racbes com e sem promotor de crescimento).

Tratamentos* PV? (g) GP! () CR! (9 CA?

1 852 ®+3: 809 ®+34 86 *+49 107 ® x 007
2 863 *® + 34 820 ® +34 842 @ +8 1032 + 009
3 864 ® + 36 822 ®+3 813 @ +£51 0992 + 006
4 891 ° +39 849 ® +£39 g1 @ +7 0972 + 011
5 889 P + 44 846 P + 44 817 2 + 75 09 2 + 008
6 872 ®+41 829 P+ 41 874 ®+5 1062 + 010
7 825 2 +25 783 @ £ 25 964 P £33 123" + 006
8 837 ® + 28 794 ® +28 962 P +£35 121 ° + 005
CV (%) 4,0 4,2 6,9 7,0

Médias com letras iguais no sentido da coluna ndo diferem (P > 0,05) pelo teste de TUKEY.

1 v alores médios com 8 repeticdes de 45 aves cada.

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX’); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).
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Tabela 4 - Médias (x Desvio Padrdo) do peso vivo (PV), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR) e conversdo aimentar (CA) de frangos de corte no periodo de 21- 48 dias de idade

nos diferentes tratamentos (ragdes com e sem promotor de crescimento).

Tratamentos* PV? (g) GP! (g) CR! (9 CA?

1 2976 2+138 2,124 2117 4956 24103 234 * 1011
2 3087 24168 2224 2+150 4866 24307 2,20 2 017
3 3015 2493 2150 2474 4867 2498 220 ® 10,06
4 3076 24218 2184 2201 4876 24277 224 ® 1011
5 3106 2+44 2217 2144 4867 2475 220 2 40,08
6 2946 2+114 2074 2489 4944 2451 239 P 1011
7 2089 24160 2163 24145 4991 2469 232 ® 1016
8 3007 2428 2170 2428 4949 2435 2,28 ® 40,05

CV (%) 38 5.3 3,0 45

Médias com letras iguais no sentido da coluna néo diferem (P > 0,05) pelo teste de TUKEY.

! valores médios com 8 repeticdes de 45 aves cada.

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX®); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).
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Tabela 5 - Médias (x Desvio Padrdo) do peso vivo (PV), ganho de peso (GP), consumo de
racdo (CR) e conversdo alimentar (CA) de frangos de corte no periodo de O - 48 dias de idade

nos diferentes tratamentos (ragdes com e sem promotor de crescimento).

Tratamentos* PV* (g) GP! (g) CR* (g CA!

1 2976 3+138 2033 ?+138 5822 2+115 1,99 * 10,09
2 3087 24168 3044 ?+168 5708 21390 1,88 ® 10,13
3 3015 2+93 2972 %+ 93 5681 24119 1,01 #4005
4 3076 24218 3033 ?+218 5697 21299 1,88 ® 10,06
5 3106 2+44 3063 %+ 52 5684 24148 1,86 * 10,05
6 2046 2+114 2903 °+ 114 5818 271 201 © 4008
7 2989 21160 2946 %+ 160 5955 242 2,03 ¢© 1011
8 3007 2+28 2064 °+105 5011 2177 1,99 ™ 40,06

CV (%) 38 38 27 4,0

Médias com letras iguais no sentido da coluna néo diferem (P > 0,05) pelo teste de TUKEY.

! valores médios com 8 repeticdes de 45 aves cada.

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX®); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).



Tabela 6 — Custo de producgéo por frango e por lote (18000 frangos) com base na conversdo

aimentar dos 8 tratamentos anali sados.

Tratamento* PV (Kg) CA Custo / frango (R$) Custo / lote (R%)
1 2,976 1,99 1,78 31980,10
2 3,087 1,88 1,74 31339,22
3 3,015 191 1,73 31096,71
4 3,076 1,88 1,73 31227,55
5 3,106 1,86 1,73 31196,66
6 2,946 2,01 1,78 31975,88
7 2,989 2,03 1,82 32765,42
8 3,007 1,99 1,80 32313,22

Racdo = R$ 300,00/tonelada; Custo/frango = CA*PV*(300/1000); Custo/lote = C A* PV*18000* (300/1000)
*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX’); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).

Com excegdo da conversdo alimentar, os resultados aqui obtidos est&o de acordo com
os resultados encontrados por HENRIQUE et al. (1998) quando compararam dois tipos de
probiéticos (uma mistura de Lactobacillus acidophylus Sacaromyces cerevisiae e
Enterococcus faecium, e outro composto por Bacillus subtilis) com dois tipos de antibiéticos
(virginiamicina e avilamicina). Eles avaliaram a eficiéncia dessas substancias sobre os
paramentros, ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar, fator de producéo e
rendimento de carcaca. Observaram que a utilizacdo tanto dos antibidticos quanto dos
probidticos ndo promoveram melhoria significativa no ganho de peso, no consumo de racéo,
no fator de producdo e na conversdo alimentar. No entanto, GONZALES et al. (1998a)
utilizando o probiético constituido por Enterococcus Faecium e o antibiético Avoparcina®,
observaram uma melhora no ganho de peso e na conversdo aimentar para as aves que nao
receberam probiético. BERTECHINI & HOSSAIN (1993), também verificaram uma melhora
significativa no ganho de peso e na conversdo alimentar de frangos de corte suplementados

com probidtico (Biobac ) e com antibiético (virginiamicina).
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Na Figura 1 e na Tabela 7 encontram-se respectivamente, os resultados obtidos para o
fator de producéo e os rendimentos de carcaga, de coxa e sobre-coxa, de peito, de coracéo e
de figado. Pode-se observar que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para 0s
parametros fator de producéo (Fig. 1) e rendimentos de carcaga, coxa e sobre-coxa, peito,
coracao e figado em todos os tratamentos analisados (Tab. 7).

Esses resultados confirmam os encontrados por GONZALES et al. (1998b) que ao
utilizar isoladamente o probidtico composto por Enterococcus faecium e o antibidtico
avoparcina® como aditivos na racdo, ndo observaram diferencas significativas entre os
resultados. HENRIQUE et al. (1998) e BERTECHINI & HOSSAIN (1993) também ndo
encontraram diferencas significativas para o rendimento de carcaga entre os tratamentos com

probi6ticos e com antibi 6ticos utilizados isoladamente.

3507 2 —
300+
2501
2007
150+
100+

501

NEAVYAYAYAYAN

Fator

1 2 3 4 5 6 7 8

Tratamentos*

Médias com letras iguais ndo diferem ( P> 0,05) pelo teste de TUKEY.

Figura 1 — Fator de Producéo de frangos de corte de O - 48 dias de idade para 8 tratamentos
analisados.

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX®); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Si mbﬁtico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).
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Tabela 7 - Rendimentos de Carcaca (RCAR), Rendimento de Peito (RPEI), Rendimento de
Coxa e Sobre-coxa (RCSBC), de Rendimento Coragdo (RCOR) e Rendimento de figado
(RFIG) de frangos de corte no periodo de O - 48 dias de idade nos diferentes tratamentos (com

€ sem promotor de crescimento).

Tratamento* RCAR! (%) REPEI*(%) RCSBC'(g) RCOR'(g RFIG!(g)
1 7Tlas 6,67 235:174 322 +170 064 +014 355:055
2 70a+ 241 2444+2,19 314 +1,93 064+004 335:046
3 Thas 222 29,4279 34, +156 0844+008 335:060
4 69a+ 161 2444137 314 £007 064+007 294:073
5 702+ 1,80 24,094 32,+169 0644+009 32,+050
6 75a+ 319 2742+1,39 354 +284 0742+007 325:044
7 69a+ 3,81 2541214 314 +158 064+010 3545:047
8 705+ 295 24,4227 314 +156 064+008 33,:037
CcV 0,04 0,08 0,06 0,14 0,17

Médias com letras iguais no sentido da coluna ndo diferem (P > 0,05) pelo teste de TUKEY .

1 v alores médios com 8 repeticdes de 45 aves cada.

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX’); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).

Os percentuais de mortalidade (Fig. 2) encontrados neste experimento, ndo apresentam
diferencas significativas (p>0,05) para todos os tratamentos analisados. Esses resultados
diferem dos encontrados por HENRIQUE et al. (1997) e (1998), que verificaram que a
mortalidade foi diminuida pela presenca dos probidticos estudados. Nestes trabalhos
verificou-se que os probidticos reduziram significativamente (p<0,01) a mortalidade em
47,1% e 48,5%, respectivamente. Da mesma forma que se observou um aumento significativo
(p>0,05) da mortalidade quando em presenca dos antibidticos avaliados nas races de ambos

0S experimentos.
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Médias com letras iguais ndo diferem ( P> 0,05) pelo teste de TUKEY.

Figura 2 - Mortalidade de frangos de corte de O - 48 dias de idade para os 8 tratamentos
analisados.

*Tratamento 1 (sem aditivo); Tratamento 2 (40 ppm Nitrovin®e 10 ppm Virginiamicina®); Tratamento 3 (7,5
ppm Avilamicina® e 40 ppm Olaquindox®); Tratamento 4 (80 ppm Nitrovin® e 20 ppm Virginiamicina®);
Tratamento 5 (15 ppm Avilamicina® e 80 ppm OlaquindoxX®); Tratamento 6 (Colostrunt® avis); Tratamento 7
(Simbiotico® Plus); Tratamento 8 (Bioplus® 2B).

A utilizacdo experimental dos probidticos nem sempre tem apresentado resultados
positivos em relagcdo a ganho de peso e a conversdo alimentar das aves. As divergéncias dos
resultados experimentais ja publicados podem estar relacionados, com as condicbes de
higiene das instalaces (tempo de desocupacéo do galpédo e nivel de contaminagdo ambiental),
com o0 manego (dos equipamentos, dos animais, etc) e 0 estado sanitario das aves. Aves
alojadas em locais que se apresentam ha bastante tempo desocupados ou com baixo nivel de
contaminacdo ambiental, tendem a apresentar resultados pouco significativos em relacéo a
utilizacdo de probidticos (KUSSAKAWA, 1999). Neste experimento as aves foram criadas
dentro de 6timas condicbes profiléticas. Essas condi¢cbes podem ter favorecido a ndo se
encontrar diferencas significativas entre a utilizacdo dos antimicrobianos e dos probiéticos em
relacdo ao tratamento controle (tratamento sem promotores de crescimento (p>0,05) para

todos os parametros analisados, com excegdo da conversao alimentar.
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4.2. CONCENTRACAO DE NITROVIN E DE OLAQUINDOX NA CAMA
DE AVIARIO

As industrias fornecedoras de promotores de crescimento garantem que eles ndo séo
absorvidos pelas membranas das paredes intestinais dos animais e sdo eliminados através das
fezes, onde sdo rapidamente biodegradados, ndo causando riscos a salde humana e ao
ambiente (MOTA, 1996; FEFANA, 1997). Porém, se a degradacdo dessas substancias ndo
ocorrer rapidamente, o risco de uma resisténcia microbiolégica pode ser eminente. Além do
mais algumas dessas substancias sdo potencialmente carcinogénicas, o que pode implicar em
riscos a salde humana. Preocupagbes como essas nos levaram a andlisar residuos das
substéncias antimicrobianas (promotoras de crescimento) na cama de avi&io. Duas
substancias antimicrobianas foram analisadas: nitrovin e olaquindox.

Na literatura estdo descritos alguns métodos para a quantificacdo de nitrovin e
olaquidox por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), em diferentes tipos de
matrizes. Assim, s80 descritos métodos para andlise de nitrovin em racdo (GLIDDON et al.,
1983; ANALYTICAL METHODS COMMITTEE, 1991) e olaquindox em ragdo
(ANALYTICAL METHODS COMMITTEE, 1985), em solo (NGERSLEV, 2001) e em
tecido (SINIGQJ, 1997). Entretanto, ndo foi encontrado na literatura uma metodologia para a
quantificagdo dessas duas substancias na cama de aviario, havendo a necessidade de se validar
uma metodol ogia para que os resultados por nos apresentados pudessem ser confiaveis, sendo

o trabalho aqui desenvolvido, de natureza inédita.

4.2.1. VALIDACAO DAS METODOLOGIAS

Nas condi¢cbes cromatogréficas empregadas, 0s picos dos compostos analisados
apresentaram-se estreitos, simétricos e com tempos de retencdo de aproximadamente 8 e 6
minutos, respectivamente para o nitrovin e o olaquindox. A Figura 3 apresenta exemplos de
cromatogramas obtidos nestas condigdes, para as amostras de cama de avi&rio livre de
nitrovin (a) e olaquindox (d); para uma amostra contaminada com 10,0 ppm de nitrovin (b) e
3,0 ppm de olaguindox ) e uma amostra de cama com concentracbes desconhecidas de
nitrovin e olaguindox , respectivamente (C e f). Ainda, pode ser observado nesta figura, a
auséncia de picos interferentes, que pudessem prejudicar a andlise destes féarmacos
antimicrobianos. Pode-se notar também que uma corrida cromatografica € concluida em
menos de 10 minutos o que permite realizar a andlise de inimeras amostras durante um dia de
trabal ho.

49



A senshilidade do método mostrou-se adequada e suficiente para 0 objetivo
pretendido, pois é possivel quantificar concentragdes superiores a 1 ppm de ambas as drogas.

Os métodos que desenvolvemos e validamos para as andlises de nitrovin e de
olaguindox, combinam o0 uso de reagentes de f&cil aquisicdo, de um pegueno volume de
solvente extrator (10 mL) e de uma quantidade de amostra reduzida (1 g). Contrariamente, os
métodos de GLIDDON et al. (1983) e do ANALYTICAL METHODS COMMITEE (1985) e
(1991), empregaram 100 mL de solvente e 40 - 20 gramas de amostra, respectivamente. Além
disso, em nosso método as duas etapas de filtragem da amostra em filtros de papel Whatman
n° 1 e em filtros de teflon (PTFE), muito demoradas e dispendiosas, foram substituidas por
duas etapas de centrifugacdo por 10 min., a primeiraem 2000 g (4000 rpm) e a Ultima em
20000 g (14000 rpm).

Os métodos desenvolvidos poderéo ser aplicados também na quantificagdo de outros
compostos do mesmo grupo farmacoldgico, que apresentam caracteristicas fisico-quimicas e
comportamento cromatogréfico semelhantes.

Os reagentes e solventes utilizados na validacdo do método, apresentam as vantagens
de terem baixo custo, fécil acesso, estabilidade a temperatura ambiente, baixa presséo de
vapor, alto grau de pureza, baixa absorcdo de luz ultravioleta e baixa toxicidade.

Durante o processo de padronizacdo dos métodos foram utilizados vérios solventes
extratores. Para a extragdo do nitrovin testou-se a utilizaco dos solventes puros: Acetonitrila
(ACN), Dimetilformamida (DMF), Metanol (MeOH), Etanol (EtOH) e Acetona e em misturas
a50% (ACN + DMF, ACN + MeOH, DMF + MeOH, DMF + Acetona e DMF + EtOH). A
mistura ACN + DMF a 50% foi a que se mostrou mais €ficiente. Para a extragdo do
olaquindox foram testados os solventes ACN e DMF puros e também as misturas dos
seguintes  solventes;  ACN+Agua=90:10,, ACN+DMF=50:50, DMF+Agua=95:05,
DFM +Diclorometano=(90:10; 50:50; 25:75 e 05:95) e MeOH+Agua=(80:20; 50:50 e 30:70).
Para facilitar a separacdo de impurezas nas amostras foram adicionados diferentes sais para
“saturar” o solvente extrator. Assim, adicionou-se carbonato de calcio em ACN a 100%,
ACN+Agua=90:10 e DMF+Agua=95:5; e sulfato de zinco e sulfato de sddio anidro em ACN
a 100%. O emprego de sulfato de sddio anidro para a extragdo de olaguindox com ACN a
100% forneceu o melhor resultado.

As curvas de calibragdo obtidas com as duas metodologias, as equagoes das retas (y) e
0s respectivos coeficientes de regresséo linear (r) para os padrfes das drogas em estudo séo

ilustradas na Figura 4 (a e b). As curvas de calibracdo calculadas por regressdo linear
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apresentaram boa linearidade na faixa de concentracéo das solugdes padrdes utilizadas, sendo

os valores dos coeficientes de regressao linear (r) iguais ou superiores a 0,998.
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Figura 3 - Cromatrogramas (obtidos por CLAE) de amostras de camade aviario: (a e d) livres
de nitrovin e de olaguindox, respectivamente; (b) cama contaminada com 10,0 ppm de
nitrovin e (e) cama analisada com 3,0 ppm de olaquindox; (c e f) cama de nitrovin (teor

encontrado: 7,0 ppm) e de olaquindox (teor: n. g.). Pico 1: nitrovin e pico 2: olaquindox.
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Figura4 - Curvas de calibragdo obtidas na andlise do nitrovin (a) e do olaquindox (b), em
camade aviério.
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A variabilidade dos métodos cromatogréficos, avaliada através do calculo da preciséo e da
exatidao no inter-ensaio e no intra-ensalo, juntamente com os valores de recuperacéo do intra
ensaio, € mostrado nas Tabelas 8 e 9.

A variacdo do intra-ensaio, determinada pela andlise de cinco aliquotas de solucbes
padrdes de cama de frango contendo 6,0 e 15,0 ppm de nitrovin e 3,0 e 8,0 ppm de
olaquindox, dentro de uma mesma corrida, originou os seguintes valores do CV (%): 3,0 e
3,7% para o nitrovin e 10,5 e 11,0% para o olaguindox (Tab. 8).

A Tabela 8 mostra também o céculo da exatiddo do intra-ensaio, expressa em
porcentagem (%). Considerando-se a inclusdo de todas as aliquotas das duas concentracBes
(6,0 e 15,0 ppm), a média da exatiddo foi de 102,5 + 3,0 € 98,7 + 3,7% (média + DP) para as
concentragdes de nitrovin, respectivamente. A média da exatiddo para o olaguindox foi de
109,5+ 11,5e€105,4 + 11,6 % (média+ DP) para as mesmas concentracdes de 3,0 e 8,0 ppm,
respectivamente.

Os valores dos coeficientes de variagéo (CV em %) obtidos no inter-ensaio foram de:
36,6; 4,6; 7,7; 1,9; 3,6; 1,2 e 59% para o nitrovin e 30,6; 16,0; 17,6; 2,1 e 5,1% para o
olaquindox (Tab. 9).

O procedimento de extracdo liquido-liquido no ensaio, assegurou uma média de
recuperacdo (% de droga extraida), considerando-se a inclusdo de todas as aliquotas utilizadas
para cada uma das duas concentragdes de nitrovin (6,0 e 15 ppm ) e de olaquindox (3,0 e 8,0
ppm), de: 109,8 + 4,7 % e 102,0 £ 7,2 % (média+ D. P.) para nitrovin e 86,5 + 10,6 % e 85,0
+ 9,1 % para o olaquindox (Tab. 8)



Tabela 8 — Dados de precisdo, exatidao e recuperacdo analitica para o nitrovin e o olaquindox

obtidos por CLAE no intra-ensaio para validagdo das metodologias.

Concentracdo Concentracdo Precisdo Exatidao Recuperagéo
Adicionada (ppm) encontrada (ppm)* CV (%) (%0)* (%0)*
Nitrovin
6,0 6,15+ 0,18 3,0 1025+ 3,0 109,8 + 4,7
15,0 14,8 + 0,55 3,7 98,7+ 3,7 102,0+ 7,2
Olaquindox
3,0 3,29+ 0,35 10,5 1095+ 115 86,5+ 10,6
8,0 8,43+ 0,93 11,0 1054+ 11,6 850+£9.1

* Média+ DP, * nimero de amostras =5, DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variagéo,

CV(%) = DP/Médiax 100.

55



Tabela 9 — Calculos da precisio e exatidao para a analise do nitrovin e do olaguindox obtidos

por CLAE no inter-ensaio para a validacgo das metodol ogias.

Concentracdo Concentracdo Precisdo Exatidao
Adicionada (ppm) encontrada (ppm)* CV (%) (%0)*

Nitrovin
1,0 1,04 + 0,38 36,6 107,7+ 21,5
3,0 3,06+0,14 4,6 102,0 + 4,7
6,0 6,02 £ 0,46 7,7 100,4+ 7,7
8,0 7,83+ 0,15 19 97,8+1,9
10,0 9,84+ 0,35 3,6 98,4+ 35
15,0 15,30+ 0,18 1,2 102,0+1,2
20,0 19,39+ 1,14 59 97,0+ 57
Olaquindox
1,0 1,11+ 0,34 30,6 110,8 + 33,9
3,0 2,760,444 16,0 92,0+ 14,7
6,0 6,18 + 1,09 17,6 103,0 + 18,2
8,0 9,84+ 0,35 2,1 984+21
10,0 10,04 + 0,51 51 1004+5,1

* Média+ DP, * nimero de amostras =5, DP = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variacéo,

CV(%) = DP/Médiax 100.
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4.2.2. CONCENTRACAO DE NITROVIN NA CAMA DE AVIARIO

Nas condigbes deste experimento foram analisadas as amostras de cama dos
tratamentos 2 e 4 que receberam ragdo aditivada com 40 ppm e 80 ppm de nitrovin,
respectivamente. Apesar da concentracéo de nitrovin no T4 ser duas vezes superior a do T2
ndo foi observado um aumento proporcional da concentracdo desta substancia nas amostras de
cama analisadas. Estes resultados podem estar associados a variabilidade dos ensaios devido a
heterogeneidade desta matriz (cama de aviario).

As concentragdes mais elevadas de nitrovin foram encontradas nas amostras de cama
recém coletadas (Periodo 0). Neste grupo a concentracdo variou de 2 a 22 ppm, sendo as
meédias de 8,9 e 11,6 ppm para as amostras dos tratamentos 2 e 4, respectivamente (anexo 3).
A partir do periodo de 60 dias de compostagem o teor de nitrovin foi bastante reduzido para a
maioria das amostras e em algumas delas este composto ndo foi mais detectado. Entretanto,
para outras amostras, a concentracdo de nitrovin se manteve acima de 4 ppm, mesmo apds um
periodo de 180 dias de compostagem da cama (Anexo 3, Fig. 5 e Tab. 10).

A tabela 10 apresenta as médias e os respectivos desvios padrfes das concentractes de
nitrovin nas amostras do T2 e T4 nos 4 periodos de compostagem. Pode-se observar que ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre as concentracfes de nitrovin encontradas entre os
tratamentos T2 e T4 nos periodos analisados, com exce¢ao do periodo 180 dias.

A figura 5 apresenta a evolucéo da degradacdo do nitrovin nas amostras de cama nos 4
periodos de compostagem. Pode-se observar que no T4 houve uma diferenca significativa
entre os periodos 0 e 120 dias e entre os periodos 0 e 180 dias de compostagem. No T2 pode
se observar uma diferenca significativa entre os periodos 0 e 60 dias; e 0 e 180 dias, porém
ndo existe diferenca significativa entre os periodos 0 e 120 e 60, 120 e 180 dias.

No T2, esperava-se que a concentracao de nitrovin encontrada no periodo de 120 dias
de compostagem fosse inferior a do periodo 60 dias, porém isso ndo foi constatado. A
natureza heterogénea das amostras, bem como, as caracteristicas do composto podem ter
contribuido para um aumento da variabilidade destes resultados. A cama de avi&io é um
material congtituido de diferentes componentes (maravaha, pena, racdo, fezes, urina, agua,
entre outros). Embora tenhamos tomado o devido cuidado para padronizar a coleta, é certo
gue a natureza desta matriz contribuiu para aumentar a variabilidade das andlises. O processo
de compostagem para ser eficaz, depende principalmente de niveis adequados de umidade, de

pH e de microorganismos presentes no material em fermentacdo. Na cama de aviario o teor de
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umidade esta relacionado principalmente, com a agua que cai dos bebedouros e com a urina
excretada pelas aves. O nivel de pH depende principalmente, da concentragdo de amoénia
proveniente da urina. E possivel que a cama que utilizamos (1° lote) tenha apresentado niveis
insuficientes desses parametros em algumas amostras e gque isto tenha interferido também na
variabilidade das andlises.

Tabela - 10 - Médias (x desvio padréo) das concentragdes de nitrovin nas amostras de cama

dos tratamentos 2 (40 ppm) e 4 (80 ppm) nos quatro periodos de compostagem.

Periodo de compostagem (dias)
Tratamento 0 60 120 180
2 89%+ 4.2 45%+ 34 56%+ 2,6 39%+ 19
4 11,62+ 50 422+ 59 432+ 59 14°+ 15

Médias com letras iguais no sentido da coluna ndo diferem ( P> 0,05 ) pelo teste de TUKEY .
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Médias com letras iguais no sentido dalinha ndo diferem ( P> 0,05 ) pelo teste de TUKEY .

Figura 5 — Evolucéo da degradacdo do nitrovin nas amostras de cama de aviério nos quatro

periodos de compostagem para o tratamento 2 (40 ppm) e para o tratamento 4 (80 ppm).
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4.2.3. CONCENTRACAO DE OLAQUINDOX NA CAMA DE AVIARIO

Nas condicOes experimentais validadas, foram analisadas as amostras de cama de
aviario dos tratamentos 3 e 5, cujas aves foram alimentadas com racéo aditivada com 40 e 80
ppm de olaguindox, respectivamente. Em todas as amostras analisadas ndo foram encontradas
quantidades detectaveis de olaguindox. Esses resultados podem estar relacionados com as
propriedades fotossensiveis e com o tempo de meia vida desta substéncia. O tempo de meia
vida do olaguindox no solo variade 3 a8 dias (INGERSLEV, 2001) e sob a presenca de luz o
olaquindox é dtamente instdvel (ANALYTICAL METHODS COMMITEE, 1985 &
CEREZO et d. , 1991). Como o experimento zootécnico foi todo desenvolvido na presenca de
luz (natural e artificial), é convincente a idéia de que condicdo tenha contribuido para a
degradacéo rapida dessa substancia.
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5. CONCLUSOES

Nas condicdes deste experimento se pode concluir que:

A utilizagcdo ou ndo de promotores de crescimento ndo interferiu no peso vivo, ganho
de peso, no consumo de racdo, no rendimento de carcaga, cortes e de visceras, no fator de
producdo e no percentual de mortalidade de frangos de corte, entre 0 — 48 dias de idade;

As aves que receberam probidticos nas ragdes, ndo apresentaram diferencas
significativas para a conversdo alimentar, em relacdo as que ndo receberam promotores de
crescimento. Entretanto, se comparadas as que receberam antimicrobianos observou-se uma
piora na conversdo alimentar, refletindo-se no custo de producéo.

Os dois antimicrobianos (nitrovin e olaquindox) utilizados como promotores de
crescimento nas racles, apresentaram degradacdo diferenciada durante o processo de
compostagem (uma lenta e a outra muito rdpida). Esta diferenca indica a necessidade de
prudéncia quanto ao uso da cama de aviario.

Quando forem utilizados na ragdo, promotores de crescimento de lenta degradacéo,
como o nitrovin, a cama de aviario devera sofrer um processo de compostagem para ser
viabilizada como adubo organico.

A técnica de CLAE utilizada e as metodologias adaptadas apresentaram uma

execucdo relativamente simples, foram suficientemente sensiveis, especificas e reprodutiveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os niveis de pH, os teores de umidade e a diversidade e quantidade de microorganismos
presentes em uma cama de primeiro lote poderdo ser diferentes de uma cama de mais de um
lote. Sendo assim, é conveniente dizer que, uma substancia antimicrobiana presente em uma
cama de primeiro lote, podera levar um periodo maior para ser degradada do que se estivesse
em uma cama de mais de um lote.

Nesse experimento, 0 uso da cama de primeiro lote, representou uma medida profilética
para evitar problemas de contaminacdo ambiental e de higiene. Essa medida aliada aos
cuidados de mango e o Otimo estado sanitario das aves contribuiram para evitar 0s
“distlrbios’ de salde dos animais. Os promotores de crescimento sdo usados para evitar esses
distarbios. Neste experimento ndo se observou a ocorréncia de “distlrbios’ e também néo se
obteve diferencas significativas (p>0,05) para a maioria dos parametros avaliados. Com base
nisto, pode-se supor que os promotores de crescimento talvez necessitem de “um meio mais
adequado” para expressar eficazmente seu potencial.

Os resultados obtidos neste experimento apontam a necessidade de estudos sobre o tipo
de cama de aviario que o produtor de frango esta utilizando atualmente como, por exemplo,
até quantos lotes a cama é usada, para se estabelecer nos experimentos subsequentes
avaliacbes mais proximas as condigdes do produtor. Neste caso, talvez possamos obter
diferencas mais significativas entre os promotores de crescimento utilizados. Em novos
experimentos seria importante medir as caracteristicas de pH, de umidade e de temperatura
durante toda a compostagem da cama para avaliar melhor o efeito desses parametros dentro
do processo de degradacdo das substéancias antimicrobianas; aém de desenvolver trabalhos
para avaliar a resisténcia microbioldgica as substancias antimicrobianas promotoras de
crescimento.

Embora ndo tenhamos detectado a presenca de olaquindox na cama de aviario néo
significa que matriz esteja livre de qualquer substancia que possa apresentar riscos ao
ambiente. O processo de biodegradagéo, numa matriz complexa como a que examinamos, n&o
SO a presenca de promotores de crescimento deve ser motivo de preocupacdo. Juntam-se a€la,
certamente, residuos de fungicidas, herbicidas, etc., que foram incorporados as matérias
primas durante a fase de cultivo e armazenagem. Além disso outros aditivos que sdo

colocados na ragdo durante seu preparo deveriam ser melhor estudados. Naturalmente, por
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guestdes técnicas nos limitamos a estudar os promotores de crescimento nitrovin e

olaquindox.
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ANEXO 2—-FICHA DE IDENTIFICACAO PORBAIAE

TRATAMENTO.
BAIA: TRATAMENTO:
DIA | DATA N° PESO |RACAO| DIA | DATA No PESO TOTAL| RACAO
MORTOS| TOTAL (KG) MORTOS| MORTOS | (KG)
MORTOS
1 22
2 23
3 24
4 25
5 26
6 27
7 28
8 29
9 30
10 31
11 R
12 33
13 4
14 35
15 36
16 37
17 38
18 39
19 40
20 41
21 42
OBSERVACOES 43
44

8|8|&|%|& |6
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Anexo 3 - Concentragdes de Nitrovin (ppm) nas amostras de cama de frango dos tratamentos

2 (40 pmm) e 4 (80 ppm) para os quatro periodos de compostagem.

Periodo de compostagem

Tratamento/Amostra

0 60 120 180
T2/B3 13,46 3,28 9,20 7,12
T2/B17 11,06 7,07 6,91 5,29
T2/B28 11,62 10,42 7,42 534
T2/B38 13,25 2,46 4,12 2,57
T2/B48 4,19 1,18 2,83 1,68
T2/B56 8,35 7,58 7,52 4,01
T2/B69 2,18 2,77 1,88 2,42
T2/B76 7,39 1,62 4,86 2,94
Média 8,94 4,55 5,59 3,92
DP 4,20 3,40 2,60 1,90
T4/B8 15,37 13,77 12,27 4,36
T4/B16 22,14 13,62 15,09 1,77
T4/B26 9,87 1,35 147 1,66
T4/B34 5,04 NQ NQ. NQ.
T4/B45 12,83 NQ 1,14 NQ.
T4/B59 11,07 471 NQ NQ.
T4/B66 10,14 6,81 1,44 1,27
T4/B73 6,27 NQ 2,29 2,48
Média 11,59 504 4,21 1,44
DP 5,04 5,90 5,90 151

NQ = N&o quantificavel. Para cdlculo de média NQ foi considerado como “zero”. B = Baia

74



