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Objetivou-se relacionar a producdo de ovos com o
status sanitario das aves, expresso pelo nivel de contami-
nagdo bacteriana cecal, bem como os niveis plasmaticos
de proteinas totais com a qualidade dos ovos de aves que
receberam dietas com complexo enzimatico (CE) com
diferentes niveis de valoriza¢do da energia metabolizavel.
Utilizaram-se 384 poedeiras Hisex Brown por um perio-
do de 280 dias, divididos em dez ciclos de 28 dias cada,
iniciando-se o experimento quando as aves alcangaram a 26°
semana de idade. Cada gaiola com quatro aves representou
uma unidade experimental totalizando 64 aves/tratamento.
Os tratamentos consistiram em dietas reformuladas para
valorizagdo da energia metabolizavel pelo CE: T1 — dieta
basal (controle); T2 — dieta basal + CE (valorizado em 120
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kcal EM/kg); T3 — dieta basal + CE (valorizado em 90 kcal
EM/kg); T4 — dieta basal + CE (valorizado em 60 kcal EM/
kg); TS5 — dieta basal + CE (valorizado em 30 kcal EM/kg)
e T6 — dieta basal + CE (sem valorizag@o energética — on
top). Avaliaram-se produgio de ovos (PDOV), peso dos ovos
(POV), unidades Haugh (UH), peso da clara (PC), niveis de
proteina plasmatica totais (PPTs) ¢ contagem do conteudo
cecal. Observou-se que, quando o CE foi adicionado on fop,
0 POV ¢ o PCL foram menores, assim como houve uma
diminuicdo na carga bacteriana cecal desses animais. Entre-
tanto, a PDOV, UH e as PPTs ndo sofreram influéncia dos
tratamentos. Esses dados indicam que o estado sanitario do
intestino pode ser melhorado ao ser adicionado o complexo
enzimatico on top da dieta.

PALAVRAS-CHAVES: Enzimas exdgenas, status sanitario, unidade Haugh.

ABSTRACT

EFFECT OF AN ENZYMATIC COMPLEX ON EGG PRODUCTION AND QUALITY, TOTAL PLASMA PROTEIN
LEVELS AND CECAL BACTERIAL COUNT OF LAYERS

This study aimed to relate the egg production with
health status, expressed as cecal bacteria contamination,
as well as to investigate the effect of total plasma proteins
with egg quality of layers fed different diets reformulated
to different metabolizable energy levels using an enzyme
complex, obtained by solid state fermentation. A total of
384 26-week old Hisex Brown layers were fed experimental
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diets during 280 days (10 periods of 28 days each). A total
of 4 birds were allocated per cage, in a total of 64 birds/
treatment. Treatments consisted in reformulating diets
to different metablizable energy levels using an enzyme
complex (EC) obtained by solid state fermentation: T1 —
basal diet (control); T2 — basal diet + EC (reformulated to
120 kcal ME/kg); T3 — basal diet + EC (reformulated to 90



Efeito de um complexo enzimatico na producdo e na qualidade de ovos, nos niveis de proteinas ... 505

kcal ME/kg); T4 — basal diet + EC (reformulated to 60 kcal
ME/kg); TS —basal diet + EC (reformulated to 30 kcal ME/
kg) and T6 — basal diet + EC ( on top). Egg production, egg
weight, Haugh units, albumen weight, total plasma proteins
and cecal bacteria count were evaluated. Egg weight and
albumen weight and cecal bacteria count, but not egg

production, Haugh units and total plasma proteins, were
adversely affected when the EC was added on top of a diet
containing a regular commercial premix. This study indicates
that the health status of the gut can be improved by adding
the SSF enzyme complex on top of a regular diet.

KEY WORDS: Exogenous enzymes, Haugh units, sanitary status.

INTRODUCAO

O Decreto-Lein®. 76.896, de 6 de janeiro de
1976, atualmente em vigor, define como aditivo
alimentar toda a substancia intencionalmente adi-
cionada ao alimento com a finalidade de conservar,
intensificar ou modificar as suas propriedades,
desde que nao prejudique o seu valor nutricional.
Os aditivos enzimaticos ndo possuem funcao nutri-
cional direta, mas auxiliam o processo digestorio,
melhorando a digestibilidade dos nutrientes da
dieta (CAMPESTRINI, 2005). Com isso, a inclu-
sdo de enzimas em dietas de poedeiras tem como
principal finalidade aumentar a digestibilidade de
ingredientes da dieta, melhorando, assim, indices
de desempenho zootécnico, tais como a produgdo
e qualidade dos ovos e parametros fisiologicos.

O potencial nutritivo de alimentos em seu
estado natural, normalmente, ndo é considerado
na formulagao de dietas para animais, em virtude
das limitagdes impostas pela presenca de diversos
fatores antinutricionais e da auséncia ou insufi-
ciéncia de enzimas digestivas para rompimento
de ligagdes quimicas especificas, as quais unem
e impedem a liberagdo de nutrientes. A necessi-
dade de utilizar os nutrientes de forma eficiente é
o principal argumento para a adi¢do de enzimas
alimentares em dietas para animais ndo ruminantes
(WU & RAVINDRAN, 2002). SARTORI et al.
(2007) observaram melhor conversao alimentar
em frangos de corte aos 42 dias de idade, os quais
receberam dietas suplementadas com simbidtico
e enzimas. Os autores sustentaram que tal resul-
tado ocorreu por uma melhora na digestibilidade
dos componentes da ragdo e, consequentemente,
aumento na energia metabolizavel.

Os polissacarideos ndo amildceos, ou
simplesmente fibras, principais constituintes da

parede celular dos alimentos de origem vegetal,
nao podem ser digeridos pelas aves, pela natureza
de suas ligagdes, pois sdo resistentes a hidrolise
no trato digestorio. A dificuldade na digestao da
fibra, além de reduzir a energia do alimento, pode
prejudicar a utilizagao de todos os outros nutrien-
tes, levando a um aumento do volume e contetido
das excregdes. Isto ocorre principalmente quando
o tipo de fibra do alimento ¢ soltvel, ou seja, tem
grande capacidade de absorver dgua e formar
substancia gelatinosa no trato intestinal (CONTE
et al., 2003). A formagao dessas substancias gela-
tinosas tende a aumentar a viscosidade intestinal e
com isso aumentar a carga bacteriana, pela maior
disponibilidade de substrato indigerido (BERTE-
CHINTI, 2000).

Segundo APAJALATHI & BEDFORD
(1999) e BEDFORD (2000), a adigao de enzimas
exogenas em dietas a base de trigo melhorou o
conteudo da microflora intestinal, aumentando
o numero de bactérias benéficas como Peptos-
treptococcus, Bacteriodes, Propionibacterium,
Eubacterium e Bifidobacterium ¢ diminuindo o
grupo de bactérias indesejaveis como Clostridium,
Campylobacter e Enterococcus em frangos de
corte. Os autores atribuem esses resultados a di-
minui¢ao da viscosidade e ao aumento da taxa de
passagem da digesta, favorecendo a colonizagdo
bacteriana.

Embora de dificil aplicacdo, os perfis meta-
bolicos podem ser usados para monitorar o estado
nutricional de um grupo de animais. Baixos va-
lores sanguineos de proteinas revelam deficiéncia
proteica na dieta, que pode causar diminui¢ao no
desempenho produtivo (GONZALEZ & SILVA,
2006).

As principais proteinas plasmaticas sdo al-
bumina, globulinas e o fibrinogénio. Elas estio en-
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volvidas em multiplas fung¢des, como manutengao
da pressdao osmotica e da viscosidade do sangue;
transporte de nutrientes, metabolitos, hormonios e
produtos de excrecdo; regulacdo do pH sanguineo
e participagio na coagulagio sanguinea (GONZA-
LEZ & SILVA, 2006). As proteinas sanguineas
sdo sintetizadas principalmente pelo figado, sendo
que a taxa de sintese esta diretamente relacionada
com o estado nutricional do animal, especialmente
com os niveis de proteina e de vitamina A € com a
funcionalidade hepatica (GONZALEZ & SILVA,
20006).

O complexo enzimatico! (CE) utilizado foi
adquirido a partir de fungo Aspergillus niger, nao
modificado geneticamente, com fermentacdo em
estado solido (SSF), capaz de aumentar a disponi-
bilidade da energia, da proteina, dos aminoécidos,
do fésforo e do célcio. O produto ¢ composto por
sete atividades enzimaticas (fitase, protease, xila-
nase, B-glucanase, celulase, amilase e pectinase),
capazes de clivar proteinas, celulose, arabinoxila-
nos, acido fitico e carboidratos soluveis, melhoran-
do a digestibilidade e disponibilidade de nutrientes
para a absorc¢do do trato intestinal da ave.

Com isso, objetivou-se com este ensaio rela-
cionar a produc¢ao dos ovos com status sanitario das
aves expresso pelo nivel de contaminacao bacteria-
na cecal e relacionar também os niveis plasmaticos
de proteinas totais com a qualidade dos ovos para
aves que receberam dietas com CE com diferentes
niveis de valoriza¢do da energia metabolizavel.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 384 poedeiras da linhagem
Hisex Brown, no periodo de agosto de 2006 a maio
2007, totalizando 280 dias experimentais dividi-
dos em dez ciclos de 28 dias cada, iniciando-se
o experimento quando as aves alcangaram a 26°
semana de idade. O ensaio foi realizado no aviario
experimental do Conjunto Agrotécnico Visconde

1 Allzyme SSF, Alltech Inc.
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da Graga (CAVG), da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), Pelotas, RS.

As aves foram alojadas em gaiolas de postu-
ra dispostas em dois andares contendo quatro aves/
gaiola, representando uma unidade experimental,
e submetidas a um regime de luz diario, de acordo
com as orientagoes estabelecidas pelo manual da
linhagem, de 16:30 horas de luz diarias.

O delineamento experimental utilizado
foi o completamente casualizado com 64 aves/
tratamento e dezesseis repetigdes/tratamento. Os
tratamentos consistiram em dietas reformuladas
para valorizacdo da energia metabolizavel pelo
CE (valorizado em 75 kcal EM/kg, conforme
recomendacao do fabricante): T1 — dieta basal
(controle); T2 — dieta basal + CE (valorizado em
120 kcal EM/kg); T3 — dieta basal + CE (valori-
zado em 90 kcal EM/kg); T4 — dieta basal + CE
(valorizado em 60 kcal EM/kg); TS — dieta basal
+ CE (valorizado em 30 kcal EM/kg) e T6 — dieta
basal + CE (sem valorizacao energética — on top).
Estabeleceram-se os niveis de valorizagdo para
contemplar a liberagdo de energia, estando acima
e abaixo do valor preconizado pelo fabricante.
As dietas foram isoenergéticas e isonutricionais,
incluindo-se o CE na matriz nutricional das dietas
de acordo com a indicagdo do fabricante (150g/
ton), como demonstradas nas Tabelas 1 e 2. For-
neceram-se as ragdes a vontade, distribuidas em
comedouros do tipo calha, dispostos na frente das
gaiolas. Dividiram-se os comedouros de maneira
que a racgdo fosse fornecida separadamente para
cada unidade experimental. A agua foi fornecida
ad libitum por bebedouros tipo nipple, com a dis-
posi¢do de dois bicos por gaiola.

Registrou-se e analisou-se a producao di-
aria de ovos (PDOV), variavel de desempenho,
diariamente. Avaliaram-se, a cada 28 dias, as
seguintes variaveis qualitativas dos ovos: peso
dos ovos (POV), unidade Haugh (UH) e peso da
clara (PCL).
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TABELA 1. Composigdo das dietas experimentais fornecidas durante o periodo de 26 a 42 semanas de idade das aves

I dientes. k T1 T2 T3 T4 T5 T6
neredientes, kg Controle  120keal  90kcal  60kcal  30kcal  0kcal

Milho 628,90 573,05 586,45 600,55 615,05 628,55
Farelo de soja 248,00 223,00 227,00 231,00 235,00 240,00
Farelo de trigo 7,10 92,20 74,70 56,60 38,10 19,60
Ostra 36% 77,00 78,00 78,00 78,00 78,00 78,00
Sal 3,60 3,60 3,70 3,70 3,70 3,70
Fosfato bicalcico 5,40 - - - - -
Nucleo 193P1! 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Complexo enzimatico? - 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Total 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00
Nniveis nutricionais calculados
Energia metabolizavel (kcal/kg) 2720,00 2720,00 2720,00 2720,00 2720,00 2720,00
Proteina bruta (%) 16,60 16,61 16,60 16,60 16,62 16,65
Calcio (%) 3,80 3,81 3,80 3,80 3,80 3,80
Fosforo total (%) 0,68 0,63 0,62 0,61 0,60 0,59
Fosforo disponivel (%) 0,48 0,49 0,49 0,49 0,48 0,48
Aa sulfurados totais (%) 0,64 0,66 0,66 0,66 0,66 0,66
Metionina total (%) 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
Lisina total (%) 0,89 0,89 0,89 0,90 0,90 0,91
Colina total (mg/kg) 1080,23 1083,19 1081,42 1080,05 1080,00 1080,00
Acido linolé&ico (%) 1,59 1,60 1,61 1,61 1,61 1,61
Gord. bruta (%) 2,73 2,82 2,81 2,79 2,78 2,76
Fibra bruta (%) 2,97 3,49 3,38 3,27 3,15 3,04
Sédio total (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

(") Composigéo (garantia por kg): 269 g Ca; 94 g P; 334000 UI vit. A; 67000 UI vit. D3; 234 Ul vit. E; 50 mg vit. K3; 54 mg vit. B1; 147 mg vit. B2;
100 mg vit B6; 400 mg vit B12; 867 mg niacina; 334 4c. pantoténico; 24 mg ac. folico; 34 g Met; 2334 mg Mn; 1667 mg Zn; 2000 mg Fe; 334 mg Co;
12 mg I; 10,2 mg Se.

(%) Composigao: fitase, protease, xilanase, B-glucanase, celulase, amilase e pectinase.

TABELA 2. Composigdo das dietas experimentais fornecidas durante o periodo de 43 a 66 semanas de idade das aves

Ingredientes T1 T2 T3 T4 T5 T6

(kg) controle 120 kcal 90 kcal 60 kcal 30 kcal 0 kcal
Milho 630,50 575,55 589,05 602,55 616,15 630,55
Farelo de soja 233,00 208,00 213,00 218,00 223,00 227,00
Farelo de trigo 13,40 98,70 80,20 61,70 43,10 24,60
Ostra 36% 84,00 84,00 84,00 84,00 84,00 84,00
Sal 3,60 3,60 3,60 3,60 3,60 3,70
Fosfato bicalcico 5,50 - - - - -
Nucleo 193P2! 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Complexo enzimatico? - 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Total 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00
Niveis nutricionais calculados
E. metabolizavel (kcal/kg) 2700,00 2700,00 2700,00 2700,00 2700,00 2700,00
Proteina bruta (%) 16,00 16,04 16,06 16,08 16,11 16,13
Calcio (%) 4,05 4,05 4,05 4,05 4,05 4,05
Fosforo total (%) 0,68 0,63 0,62 0,61 0,59 0,58
Fosforo disponivel (%) 0,48 0,49 0,49 0,48 0,48 0,48
Aa sulfurados totais (%) 0,60 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Metionina total (%) 0,32 0,33 0,33 0,33 0,33 0,33
Lisina total (%) 0,85 0,85 0,86 0,86 0,87 0,87
Colina total (mg/kg) 1053,30 1050,00 1050,00 1050,00 1050,00 1050,00
Acido linoléico (%) 1,60 1,61 1,61 1,61 1,61 1,61
Gord. bruta (%) 2,74 2,83 2,81 2,80 2,78 2,77
Fibra bruta (%) 2,94 3,46 3,35 3,23 3,12 3,01
Sadio total (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

(") Composigdo (garantia por kg): 267 g Ca; 99 g P; 985 mg F; 334000 UI vit. A; 67000 UI vit. D3; 234 Ul vit. E; 50 mg vit. K3; 54 mg vit. B1; 147
mg vit. B2; 100 mg vit B6; 400 mg vit B12; 867 mg niacina; 334 ac. pantoténico; 24 mg ac. folico; 34 g Met; 2334 mg Mn; 1667 mg Zn; 2000 mg Fe;
334 mg Co; 20 mg I; 10 mg Se.

(%) Composicdo: fitase, protease, xilanase, B-glucanase, celulase, amilase e pectinase.
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Selecionou-se aleatoriamente, ao final do
periodo experimental, uma ave de cada tratamento,
coletando-se amostras de sangue em tubos conten-
do anticoagulante, que foram centrifugadas para
separac¢ao do soro e posterior andlise de proteinas
plasmaticas totais (PPTs). Apos a obtencao das
amostras de sangue, procedeu-se ao abate das
aves, sendo coletados os cecos, os quais foram
manipulados imediatamente ap0s a coleta. De cada
ceco, retiraram-se aliquotas do contetido cecal de
pontos distintos, as quais foram homogeneizadas e
pesadas. Apos, retirou-se 1g da aliquota, colocou-
se em um tubo de Falcon, acrescentaram-se 9 mL
de solucdo salina e, novamente, homogeneizada
(diluigd@o 1:10). De cada tubo, fizeram-se trés repe-
ticdes com cinco dilui¢des cada, sendo semeadas
em agar Mac Conkey nas dilui¢oes 107, 10 e 107,
Esse meio foi utilizado para isolamento de Esche-

richia coli, Salmonella sp. e outras enterobactérias.
A contagem das colonias foi feita utilizando-se a
técnica de surface plate (BRANSON, 1972).

Os dados foram submetidos a analise de
variancia (5%) e teste de Tukey com comparagao
de médias duas a duas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os dados apresentados na Tabela
3,aPDOV e a UH nao foram afetadas, significa-
tivamente, pelos tratamentos. Entretanto, o POV e
o PCL foram afetados, significativamente, com as
diferentes valorizagdes energéticas atribuidas ao
CE. Observou-se que, quando o CE foi adicionado
on top a dieta (T6), as aves apresentaram POV e
PCL menores, mas este menor peso manteve os
ovos dentro dos padrdes de comercializagao.

TABELA 3. Médias das variaveis producao diaria de ovos (PDOV, %), peso dos ovos (POV, em gramas), unidade Haugh
(UH) e peso da clara (PCL, em gramas), durante dez ciclos de producédo, para cada nivel de valorizag@o energética do

complexo enzimatico

Complexo enzimatico PDOV POV UH PCL
(kcal EM/kg CE) (%) (2) (2)
Sem CE (T1) 48,17 62,43 83,30 37,81°
120 (T2) 50,08 60,88 84,88 35,66°
90 (T3) 49,57 62,81° 82,23 37,842
60 (T4) 48,50 61,08 84,46 35,91°
30 (TS) 46,06 62,58%® 84,62 37,247
0 (To) 48,08 60,30¢ 83,80 35,820
P= 0,6705 0,0237 0,1861 0,0016
CV (%) 13,81 3,80 3,54 4,89
Erro-padrao 6,67 2,34 2,97 1,80

e Médias na mesma coluna com letras distintas diferem pelo teste Tukey (P< 0,05).

LEESON & SUMMERS (2005) demonstra-
ram que ha relacdo entre o peso do ovo e o peso
da clara, ou seja, quanto mais leve € o0 ovo, menos
pesada ¢ a clara, confirmando os dados obtidos
neste estudo.

No decorrer do periodo experimental, ob-
servou-se que as aves do T6 tiveram seu consumo
diminuido, por causa de um maior aporte de energia
fornecido pelo CE (GENTILINI et al. [no prelo]).
Tal observagao sugere que a adigdo de enzimas exo-
genas nas dietas de forma on top faz com que elas
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disponibilizem mais energia, alterando o consumo
e a biodisponibilidade de outros nutrientes.

LEESON (1996) relata que, em condigdes
normais, o nivel de energia ndo influencia o ta-
manho do ovo, sendo o teor de proteina da dieta
o principal fator responsavel pela variagdo do
tamanho ou do peso do ovo. Com isso, esse menor
consumo observado nas aves do T6 proporcionou
aprodugdo de ovos mais leves com claras também
menores, provavelmente pela menor ingestdao
proteica, essencial na formagao do ovo.
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Com a avaliacdo metabdlica do perfil das
PPTs (Tabela 4), € possivel inferir que ndo houve
efeito dos tratamentos, visto que o resultado obtido
pela ave do T3 pode estar associado a um com-
portamento individual. No entanto, ndo se pode
desconsiderar uma possivel relagao entre as PPTs
e as variaveis POV e PCL. Assim, possivelmente,
pode-se confirmar essa hipotese aumentando-se o
numero de amostras.

TABELA 4. Proteinas plasmaticas totais (PPTs, g/%) e
contagem bacteriana (unidade formadora de colonia— UFC/
mL) para cada nivel de valorizagdo energética do complexo
enzimatico

N PPTs Contagem
Complexo enzimatico (/%) bacteriana
(kcal EM/kg CE) (UFC 109mL)
Sem CE (T1) 8,05° 4,98°
120 (T2) 8,00° 4,96°
90 (T3) 9,852 5,25°
60 (T4) 7,40° 4,94°
30 (T5) 8,00° 6,68
0 (T6) 7,70° 4,15¢
P= 0,0011 <0,0001

CV (%) 3,10 5,44
Erro-padrao 0,78 0,28

e Médias na mesma coluna com letras distintas diferem pelo teste Tukey
(P<0,05).

Isolaram-se trés coldnias diferentes, carac-
terizadas morfoldgica e bioquimicamente como
Escherichia coli e outras enterobactérias ndo clas-
sificadas (QUINN et al., 1994). Todas as amostras
dos seis tratamentos foram semeadas em caldo
Tetrationato, para o isolamento de possiveis cepas
de Salmonella sp, das quais nao foram isoladas.
A adi¢do do CE de forma on top (T6) diminuiu,
significativamente, o numero de bactérias cecais
(Tabela 4). RAMESH & DEVEGOWDA (2004),
trabalhando com um razoavel nimero de animais,
observaram que a presenca do mesmo CE reduziu
a flora bacteriana ileal e cecal indesejaveis. Esses
mesmos autores associaram tais resultados a me-
nor viscosidade intestinal.

Mesmo considerando que a andlise do
presente experimento seja inconclusiva, prova-

velmente em virtude do numero reduzido de ani-
mais, esses dados merecem ser reavaliados com
a execugdo de outros ensaios que proporcionem
uma maior repetibilidade e confiabilidade. Isso
porque esses dados corroboram os de RAMESH
& DEVEGOWDA (2004), quando os autores
adicionaram o mesmo CE de forma on fop na
dieta de frangos de corte. Ainda considerando a
formulacao das dietas, ¢ importante salientar que,
dentre aquelas suplementadas com CE, o T6 foi o
que continha menor quantidade de farelo de trigo,
podendo este ter influenciado na menor carga
bacteriana intestinal.

CONCLUSAO

Dietas contendo CE podem ser reformuladas
valorizando energia metabolizével, e a utilizagdo
de forma on fop em dietas para poedeiras reduz
a carga bacteriana intestinal, sem influenciar a
producao de ovos.
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