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Resumo

LOPES, Michelle. Avaliacéo de tratamentos quimicos, fisicos e biolégicos sobre
caracteristicas de cama aviaria na producao de frangos de corte. 2017. 65f.
Tese (tese em Producdo animal, zootecnia) - Programa de POs Graduagdo em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas. Faculdade de Agrénomia Eliseu Maciel.
Pelotas, RS, Brasil.

A utilizacdo de cal virgem (CaO), enlonamento e complexos bacterianos em camas
de aviaro visam o controle sanitdrio a partir da minimizacdo de efeitos das
reutilizagbes das camas na avicultura brasileira, no entanto, poucos artigos
cientificos comprovaram a eficacia destes métodos na reducédo da carga microbiana
patogénica e da melhoria da qualidade das camas de aviario durante o vazio
sanitario. Por isso, o objetivo do prim

eiro trabalho foi avaliar diferentes formas de tratamento da cama sobre a contagem
de bactérias totais, enterobactérias e Staphilococcus spp. Foram avaliados quatro
tratamentos sendo: CT = sem tratamento (controle), CV = cal virgem (300g m™), EN
= enlonamento, EC = enlonamento + cal virgem (300g m?). As amostras de cama
foram coletadas no dia zero, sexto e décimo segundo apés o comeco do vazio
sanitario. Os tratamentos CV e EC foram mais eficientes (P<0,05) em reduzir
bactérias quando comparado ao EN. Com excecdo do CT todos os tratamentos
atingiram mais de 84% de reducdo na contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) ao final do vazio sanitario. Com o presente estudo conclui-se que a
utilizacao de cal, em termos praticos, é o tratamento mais indicado para a reducao
da carga bacteriana da cama aviaria. No segundo trabalho objetivou-se estudar, in
vitro, o efeito de um modulador biolégico na proliferagcdo de micro-organismos
patogénicos em camas de aviarios reutilizadas. Para isso utilizou-se diferentes
concentracdes de um modulador biolégico que possui concentracdo de 10® UFC/g
de Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus
e Lactococcus lactis. O delineamento utilizado foi inteiramente casualisado, sendo
apresentado num esquema fatorial entre doses do modulador e reusos das camas.
O modulador foi utilizado nas doses de 0, 2, 4 e 8 g para 11 g de amostra de cama,
e estes materiais foram reutilizados 2, 4, 6, 8, 10 e 12 vezes. Além disso, foram
coletadas amostras para andlise as 24, 48 e 72 horas apos a aplicacdo do
modulador na cama, totalizando 24 tratamentos. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey, considerando p<0,05. Os meios de cultura foram Brain Heart
Infusion media, MacConkey e Chapman para bactérias totais, Enterobacteriaceae e
Sthaphylococcus spp., respectivamente. Foram realizados testes para afericdo do
pH e da aménia das amostras. As bactérias foram quantificadas antes (controle
inicial) e depois da aplicacdo dos tratamentos (24, 48 e 72 h) nas amostras de cama
bem como para as analises quimicas. Conforme, o aumento linear da dose (4 g e 8
g) e da permanéncia do modulador biolégico nos materiais celulésicos, pode ser
observado uma significante reducdo das bactérias totais, enterobactérias assim
como Staphilococcus spp. O mesmo foi observado na reducédo do pH e controle na
emissao de amonia.

Palavras-chave: Cal virgem; enlonamento; modulador biolégico.



Abstract

LOPES, Michelle. Assessment of chemical, physical and biological treatments
on litter characteristics in broiler production. 2017. 65f. Thesis (Doctor of
Science) - Graduate Program in Animal Science, Faculty of Agriculture Eliseu Maciel,
Federal University of Pelotas, Brazil.

The use of quicklime (CaO), tarping and bacterial complexes in poultry litter samples
aims at sanitary control by the minimization of effects of used litters in the Brazilian
poultry industry. Few scientific studies have proven the effectiveness of these
methods aimed to reduce the pathogenic microbial load during poultry depopulation.
The first study aimed to evaluate the following litter treatments: T1 no treatment
(control), T2 quicklime (300gm™), T3 tarping, andT4 tarping + quicklime (300gm™).
Litter samples were collected on day zero and the sixth and twelfth days after the
start of sanitary depopulation (fallowing?). The use of quicklime alone or quicklime +
tarping was more effective (P<0.05) in reducing bacteria when compared to litter
tarping. Except for the control group, all treatments resulted in a reduction of over
84% in colony-forming unit (CFU) count at the end of fallowing. It was concluded that
the use of quicklime alone in practical terms is the best treatment for bacterial load
reduction in poultry litter. The second study aimed at the in vitro control of the
proliferation of potentially pathogenic microorganisms in reused poultry litter of
aviaries through the use of an in vitro biological modulator. The experiment was
performed at the Bacteriology Laboratory of the Department of Biotechnology and
Animal Nutrition of the Federal University of Pelotas (UFPEL) by using samples of
both new and used litter materials. As poultry litter biological treatment, a biological
modulator was used at different levels at known concentrations of microorganisms
such as Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus
cereus and Lactococcuslactis. The design was completely randomized, and the
modulator dosage was presented in a litter reuse factorial scheme (4x6) through the
use of 2 factors at different levels: modulator dosage (0, 2, 4, 8 g) and litter reuse (2,
4, 6, 8, 10,12 litter uses), where collection periods (at 24, 48 and 72 h) were included
in the mean analysis, totaling 24 treatments. Tukey’'s tests were performed to
compare treatment means. Specific culture media were used for total bacteria
analysis (Brain Heart Infusion media), Enterobacteriacea (MacConkey),
Sthaphylococcus spp. (Chapman). Chemical physical tests were also carried out for
pH and ammonia quantification of samples. Colony Forming Unit (CFU) count both
before (initial control) and after the application of treatments in reused poultry litter
samples and chemical physical analyses were performed. According to dosage
increase (4 g and 8 g) and biological modulator permanence in litter samples, a
significant bacterial reduction trend in each medium, as well as modulator
interference in pH reduction and better ammonia emission control, was observed.

Keywords: quicklime; biologic treatments; modulator
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1. Introducéo geral

O Brasil é o segundo maior produtor de carnes de frango (13,146 milhdes de
ton), situando-se atras apenas dos Estados Unidos (17,96 milhdes de ton). E o maior
exportador de carne de frango no mundo e comercializou cerca de 4,30 mil
toneladas desse produto no ano de 2015. Houve uma elevacdo de 3,87% nas
exportacdes de carne de frango quando comparada ao ano anterior, sendo
destinados 32,7% da producdo ao mercado externo, enquanto que 67,3% manteve-
se no mercado interno. O agronegdécio avicola € economicamente importante para o
Brasil por contribuir com 1,5% com o produto interno bruto (PIB) brasileiro e gerar
cerca de 5 milhdes de empregos diretos e indiretos. Apresentando tendéncia
crescente, a producdo de aves € considerada um dos setores mais promissores do
agronegocio atual (ABPA, 2015).

O continuo crescimento da producdo avicola resulta em atividades geradoras
de contaminantes que podem estar vinculados ao crescente nimero de residuos no
sistema intensivo avicola. No caso da avicultura de corte, os residuos produzidos
nos galpdes de criacdo compreendem a cama e as carcagas de animais mortos
(OVIEDO, 2008).

O manejo correto das camas é muito importante, uma vez que, quando
tratadas de maneira incorreta, podem poluir as aguas superficiais e o lencol freéatico
através de altas concentracdes de nitrogénio, fosforo e potassio além de
comprometer a qualidade do ar por emissdes de gases como amoénia (MEDA et al.,
2011). Além disso, existe a possibilidade da contaminacdo da agua e solos com
micro-organismos de risco para a saude publica (ROBERTS et al., 2013).

O ambiente dos aviarios promove o desenvolvimento de diversas bactérias
indesejaveis, como por exemplo, Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia
coli, Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus (WERLE et al., 2010). Desse
modo, o0 conhecimento da condicdo sanitaria das camas quando inseridas no
ambiente avicola é de extrema importancia, pois estes podem afetar diretamente os
resultados zootécnicos (PEREIRA, 2009).

Roll et al. (2011), relatam que a utilizag&o e reutilizagdo da cama aviaria sao
praticas comuns na avicultura brasileira, porém, requerem tratamentos seguros entre
os lotes de frangos sadios, 0 que assegura condi¢cdes sanitarias adequadas a

producéao.
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Niveis crescentes na producdo de frangos de corte tém causado aumento na
demanda por substratos utilizados como cama de aviario. Por esta razdo, a
reutilizacdo da cama durante a criacdo de frangos é uma opcdo importante na
induUstria avicola. Atualmente no Brasil pratica-se a reutilizacdo, que dependendo da
sua qualidade, manejo e volume, pode ocorrer por até 14 lotes consecutivos
(ROLL :DAI PRA; ROLL, 2011).

A reutilizacdo da cama de aviario contribui grandiosamente para a reducéo do
volume de residuos a serem dispostos, minimizando assim, 0s eventuais impactos
causados ao meio ambiente. No entanto, para reutilizacdo de cama com segurancga,
esta deve ser submetida a tratamentos adequados através do uso de composicdes
microbianas (WANGEN et al., 2013), tratamentos térmicos ou fisicos (CHEN et al.,
2015) e condicionadores (LOPES et al., 2013) que minimizem 0S riscos
microbiolégicos, garantindo a sustentabilidade ambiental (BROUCEK; CERMAK,
2015).

Na producado agroindustrial contemporanea os tratamentos de cama ndo sao
totalmente eficientes para promover e garantir esse conjunto de parametros e, por
isso, proporcionam inimeros problemas produtivos diretos e indiretos como perdas
no desempenho das aves, comprometimento do coxim plantar, doencas e até
irritacdo das mucosas (SHEPHERD; FAIRCHILD, 2010).

Com a crescente ascensdo da producdo nacional de frangos, maiores
quantidades de cama aviaria sdo produzidas levando a necessidade de se pensar
em novas possibilidades de manejo e tratamentos desses materiais a fim de
minimizar os impactos por ele causados.

Objetivou-se através desse estudo avaliar os efeitos de alguns tratamentos
biolégicos, quimicos e fisicos na qualidade microbiolégica e fisico quimica de camas

de aviario reutilizadas (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12) durante o vazio sanitario.
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2. Objetivo geral
Avaliar a atuacdo de métodos quimicos fisicos, quimicos e bioldgicos sobre
as condicGes microbiologicas de camas de aviario reutilizadas, procurando impedir
ou minimizar problemas de ordem sanitaria que possam prejudicar o desempenho
das aves;
Determinar tratamentos de camas efetivos e viaveis na producéo de frangos

de corte.

2.1 Objetivos especificos
Estudar diferentes tratamentos de camas de aves, que sejam viaveis na

producao de frangos de corte;

Avaliar a atuacdo de diferentes técnicas empregadas no controle
microbiolégico como adicdo de oxido de calcio (CaO) enlonamento e enlonamento +
(Cao);

Verificar o efeito de um modulador biolégico comercial sobre as condi¢cdes

quimicas e microbiolégicas de amostras de camas reutilizadas.



3. Reviséo bibliografica

3.1 A cama na producdao de frangos de corte

A cama de frango € uma mistura de material celulésico rica em carbono que
inclui principalmente subprodutos agricolas absorventes como maravalha, casca de
café, casca de arroz, sabugo de milho triturado, capins e casca de amendoin
(WILKINSON et al.,, 2011, TUYTTENS; VANHONACKERW; VERBEKE, 2014). O
tipo e a quantidade de material utilizado podem variar conforme os custos dos
materiais, disponibilidade do substrato, agronegdcio local assim como as condicdes
do sistema economico global e regional (BERNHARD; FASINA, 2008).

O material utilizado como cama deve apresentar qualidades adequadas de
modo a proporcionar conforto para os animais. Além de possibilitar um ambiente
mais natural para as aves, a cama possui as seguintes funcdes: absorcdo da
umidade eliminada pelas fezes e equipamentos, isolamento térmico e retencédo de
impacto ligado ao peso da ave evitando que ocorram lesfes de patas e peito
(COLLETT, 2012). Esse mesmo autor cita que um lote contendo em torno de 20,000
mil aves recebe em torno de 2,500 L de umidade por dia diretamente nesses
materiais de cama.

A elevacao na demanda de mercado por insumos tem associacéo direta com
0s maiores volumes de produtos gerados na cadeia produtiva. O acumulo de
residuos provenientes das atividades produtivas sao os principais responsaveis por
impactos sanitarios e ambientais quando tratados de maneira inadequada
(RESENDE, 2010). Segundo Bolan et al. (2010), 1000 frangos aos 42 dias podem
produzir entre 0,7-2 toneladas de residuo de cama.

No sistema produtivo brasileiro, os materiais de cama podem ser reutilizados
por até 12 vezes ou 600 dias nos aviarios, desde que estejam livres de agentes
patogénicos de notificacdo obrigatoria (MAPA, 2013). Ao considerar uma producao
média de 1,75 kg de cama por frango de corte produzido (SANTOS; LUCAS;
SAKOMURA, 2005), com média de 2,5 kg de peso vivo, estima-se uma producao de
7,14 bilhdes de kg de cama por ano.

Considerada um dos residuos mais valorizados na avicultura de corte, a cama
de frango recebe altas concentragbes de excretas, penas, restos de racdo, agua e

secrecbes a medida que as aves se desenvolvem. Dessa forma, uma microbiota



19

diversificada proveniente do trato digestorio se estabelece na cama (LOPES et al.,
2013) além da inclusdo de micro-organismos previamente ambientais como fungos e
bactérias.

Nos materiais de cama aviaria encontram-se bactérias cujo potencial
patogénico pode variar de acordo com as condi¢des fisico quimicas do substrato,
juntamente com a sanidade das aves e praticas de manejo ambiental
(WAGENBERG et al., 2012). A maioria das bactérias presentes nestes materiais sao
anaerobias facultativas, sendo a sua composi¢cdo muito semelhante a composicao
fisiologica do ileo e ceco intestinal dos frangos, que é representada por
aproximadamente 67% de Lactobacillus spp. 9% de Clostridium spp. 6,5% de
Streptococcus spp. e 6,5% de Enterococcus spp. (FIORENTIN, 2005).

A falta de tratamento ou a incorreta disposicédo dos residuos gerados podem
resultar em excesso de nutrientes no meio ambiente, principalmente nitrogénio e
fésforo. Esses compostos desaguam nos corpos hidricos através do processo de
escoamento superficial, tendo como consequéncia a eutrofizacdo. Esta é decorrente
da queda da oxigenacédo do meio proveniente do crescimento exarcebado das algas.
Além disso, quando mal tratados, os residuos podem ser responsaveis pela
contaminacdo do solo e disseminacdo de doencas e patdogenos em alimentos
(PALHARES; KUNZ, 2011).

As condicdes estabelecidas nas camas como: temperatura, umidade,
atividade de &agua, pH, restos de pena e racdo possibilitam o desenvolvimento e
acdo de micro-organismos (DUMAS et al., 2011) e através dessas caracteristicas
indicam-se tratamentos durante o vazio sanitario, 0s quais podem ser realizados de
diversas formas nos materiais de cama através de variados procedimentos quimicos,

fisicos e até mesmo biolégicos.

3.2 Diferentes tratamentos dos materiais de cama aviaria para posterior

reutilizacao

3.2.1 Agentes alcalinizantes e acidificantes em camas de aviario

A utilizacdo de produtos alcalinizantes nas suas variadas apresentagdes tem

sido estudada
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com o objetivo principal de manter o pH da cama acima de 7, condi¢do que é
prejudicial para os micro-organismos do meio (STRINGFELLOW et al., 2010).
Todavia, o pH ideal para o desenvolvimento da maioria das bactérias de interesse
encontram-se situados também nessa faixa alcalina entre 6 a 9 (SILVA, 2011).

Através do procedimento de alcalinizacdo dos materiais de cama, Dai Préa et
al. (2009) utilizando diferentes concentragdes de cal virgem (0, 300, 600, 900 g/m?),
verificaram reducdo do numero mais provavel (NMP) de bactérias como Salmonella
spp e Clostridium spp nas camas, mesmo fazendo uso da mais baixa concentracéo
do condicionador. Um dos mecanismos de acdo do oOxido de célcio pode ser
atribuido a capacidade de reducdo da umidade do meio e consequentemente
alteracdo da atividade de agua microbiana (< 0,6), dificultando a sobrevivéncia dos
micro-organismos. Maguire et al. (2006) utilizaram 10% de CaO para cada 20% de
material de cama, onde perceberam reducéo das bactérias totais de 793,000 para
6,500 UFC/mL, refletindo também na queda de outros micro-organismos, como
Salmonella spp.

LOCH; OLIVEIRA; SILVA (2011) avaliando diversos agentes alcalinizantes
sobre a qualidade da cama, entre eles o calcario, exaltaram que por ser um produto
que altera o pH , a cal pode atuar melhorando a qualidade da cama, interferindo na
umidade e consequentemente na sobrevivéncia dos microrganismos presentes,
podendo diminuir a volatilizacdo de amonia através da elevacéo do pH.

Da mesma maneira Ruiz et al. (2008) ao estudarem materiais de cama (por
dois lotes) tratados com 6xido de célcio, perceberam elevacdo e manutencéo do pH
alcalino no primeiro até 10° dia em relacdo as camas ndo tratadas. Da mesma
forma, quando foi aplicado Oxido de célcio nas camas aviarias 0S autores
observaram diminuicdo consideravel na contagem total de bactérias aerdbias.

Taxas de pH em niveis altamente alcalinos entre 12 e 13 séo eficientes no
controle da proliferacdo dos micro-organismos patogénicos em camas de aviario,
como também na melhoria da qualidade do ambiente interno avicola. Através do uso
de cal virgem ou cal hidratada pode ser obtido faixas de pH ideal nesse contexto,
além destes produtos possuirem baixo custo (DAl PRA et al., 2009). Além disso os
efeitos da cal hidradata foram suficientes para alterar o pH de camas novas e
reutilizadas como também apresentarem acdo na reducdo da contagem de

bY

enterobactérias e mesofilos totais quando comparados a tratamentos controle
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(SILVA et al., 2007), todavia estes mesmos autores considereram o tratamento de
enlonamento mais eficiente neste contexto.

A acidificacdo dos materias de cama ocorre a partir do uso de
condicionadores que causam efeito contrario a alcalinizac&o, ou seja, reducéao do pH
do meio. Este tipo de comportamento hidrogénionico pode interferir na volatizacao
de amébnia para o ambiente deslocando o equilibrio da relagcdo NHz; e NH,4 (GAY;
KNOWLTON, 2009). Quando a umidade desses materiais encontram-se em faixas
inferiores a 20%, a volatizacdo da amoénia € reduzida devido a inativacado da enzima
urease, que é responséavel pela decomposicdo do &cido urico (RITZ; FAIRCHILD;
LACY, 2009). Essa queda do pH cria um ambiente desfavoravel para o
desenvolvimento de patégenos humanos associados as aves, especialmente,
Campylobacter e Salmonella (LINE; BAILEY, 2006).

A reducdo do pH é responsavel por diminuir o nimero de bactérias e melhorar
as condi¢cdes ambientais no interior das instalacbes devido a menor presenca de
amonia que volatiliza em condicdes de alcalinidade (DAI PRA et al., 2009). Desse
modo, a manutencdo da acidez na cama auxilia no desenvolvimento de um
ambiente benéfico para as aves. Este pode sofrer acidificacdo a partir de produtos a
base de Bacillus, aluminosilicatos, silica, gesso agricola, bissulfato de sédio e sulfato
de aluminio. Os acidificantes usuais e comumente utilizados no sistema avicola séo,
acido sulfurico (VICENTE et al., 2007), sulfato de aluminio, superfosfato simples
(ROTHROCK et al., 2008), lignossulfato de so6dio com acidos férmico e propidnico
(GARRIDO et al., 2004).

O uso de produtos a base de aluminio (10%) resultou em reducdes de
populacdes C. jejuni, E. coli e Clostridium/Eubacterium (ROTHROCK et al., 2008).
Similarmente, Gandhapudi et al. (2006), ao estudar os efeitos imediatos do aluminio
na populacado fecal bacteriana das camas, presumiram que a reducdo do pH
suprimiu o crescimento bacteriano.

Bissulfato de soédio foram utilizados por Line e Bailey (2006) em camas
aviarias de granjas comerciais. Nesse estudo pode se observar uma leve reducdo na
colonizagcédo de Campylobacter, quando se comparou as camas tratadas ou ndo com
estes acidificantes. A acdo do bissulfato de sodio em camas de frango de corte
também foi estudada por Willians et al. (2012), onde os autores ndao observaram
reducao significativa na contagem de Salmonella spp. a partir das 32 amostras de
camas testadas com esse condicionador na dose de 0,732 kg/m® Resultados
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semelhantes foram encontrados por Bordignon (2013) que avaliou o efeito de
diferentes tratamentos quimicos sobre a qualidade de cama de frango e verificou
gue a cama tratada com sulfato de aluminio apresentou melhores resultados na
reducdo do pH chegando ao valor de 3,89, que representa baixo indice de
volatilizacdo de amodnia. Através do uso dessa substancia observaram-se médias
reduzidas de pH, amobnia, contagem de bactérias totais e E. coli, quando
comparados a camas néo tratadas (POPE; CHERRY, 2000).

3.2.2 Métodos fisicos e microbiolégicos de controle patogénico nas camas de

aviario

No Brasil denomina-se fermentacédo da cama o processo pelo qual a cama do
aviario € umidificada e coberta com uma lona plastica por toda extensdo do aviario
durante o periodo entre 10 e 14 dias envolvendo a fase de vazio sanitario (SILVA, et
al., 2007). Entretanto, esse termo ndo vem sendo empregado corretamente, pois
através desse método é necessario conhecer todas as vias metabolicas anaerébias
e bacterianas que ocorrem nos materiais de cama.

Através da alteracdo e aumento da temperatura das camas de aviario, as
bactérias envolvidas assim como os produtos finais desse processo, sdo capazes de
acarretar reducdo da carga bacteriana patogénica local (MUNIZ et al., 2014). Esse
tipo de tratamento pode ser realizado de diversas formas, visando alterar a
temperatura do substrato.

Com relagdo as praticas associadas ao setor avicola, o efeito da atividade
bacteriana e o periodo de acdo destas nas camas varia entre 4 a 17 dias mesmo
sem promover a estabilizacdo da matéria. Todavia essa fase auxilia na reducéo dos
micro-organismos através das atividades metabdlicas e geracédo de calor (CHEN et
al., 2013) nas camas.

Chen et al. (2013) utilizaram o método da compostagem da cama com
intencao de elevacgédo de temperatura dos substratos. No entanto, outros processos
semelhantes podem ser utilizados como amontoamento profundo (KWAK; HUH;
MCCASKEY, 2005), compostagem em leiras no galpdo (MACKLIN; HESS; BILGILI,
2008), pasteurizacao interna da cama (LAVERGNE; STEPHENS; SCHIELLINGER,
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2006), fermentacdo em leira e fermentagdo com lona em todo aviario (SILVA et al.,
2007).

MACKLIN; HESS; BILGILI (2008), analisaram durante 7 dias pilhas de camas
de dimensdes de 1 x 1 x 1 m assim como camas ndo empilhadas, cuja eliminacéo
completa de bactérias Salmonella spp. foi verificada nas camas empilhadas,
enquanto permanceram viaveis nas camas ndo empilhadas. Os autores atribuiram
gue as temperaturas internas de 50°C durante 1 a 2 dias sdo fundamentais para
inativar bactérias, virus e fungos nas pilhas da cama. No entanto, alguns micro-
organismos tém capacidade de sobreviver ao calor, sugerindo possivel adaptacao
de Salmonella spp., em camas de aviario reusadas (CHEN; WANG; JIANG, 2015).

Pesquisas atuais consideram também possiveis efeitos da radiacéo
ultravioleta como tratamento fisico sobre o esterco de aves. Através desse método
foi observada reducdo de Salmonella spp. quando estas foram expostas a radiacéo
por 80 minutos (ONI et al., 2013).

Silva et al. (2007) demonstraram que houve acdo efetiva contra o
desenvolvimento de enterobactérias a partir do tratamento feito em camas cobertas
com lona por toda extensdo do aviario. Em trabalho realizado por Resende (2010),
nao foi verificado o efeito bactericida do processo, todavia, foram analisados os
parametros fisicos e quimicos durante a cobertura dos materiais de camas, sendo
observadas concentracGes superiores a 300 ppm de amdnia nas camas cobertas
com lona plastica, versus 60 ppm das camas descobertas. Isso sugere que
provavelmente a amoénia seja o principal composto envolvido em reduzir bactérias
patogénicas na cama.

Métodos que impedem a sobrevivéncia microbiana através do uso de micro-
organismos competitivos e benéficos vém ganhando mais destaque no setor
produtivo avicola. Roll et al. (2008) trabalhando com matrizes de corte com 58
semanas de idade, utilizaram um produto comercial no qual continha em sua
composicao cepas de Bacillus subtilis em dois niveis de dosagem, 2,5g/m? de cama
e 5,0g/m? (dosagem recomendada), comparado com a cama sem o produto. A partir
dos materiais tratados foi percebido um decréscimo na contagem de enterobactérias
dos substratos e melhoria na qualidade da cama a partir da 4° semana.

A microbiota é formada a partir do contato das aves com 0S micro-organismos
presentes no ambiente externo (JURICOVA et al., 2012). A presenca de uma cepa

bacteriana com efeito benéfico em um dos primeiros ambientes de contato das aves,
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como a cama, poderia direcionar a formagdo da microbiota endégena. Além disso,
as bactérias inoculadas aceleram o processo de degradacdo dos dejetos e sua
atividade pode inviabilizar tanto o desenvolvimento quanto a sobrevivéncia de
bactérias patogénicas, favorecendo as caracteristicas do sistema produtivo
(ALIAKBARPOUR et al., 2012).

Micro-organismos bacilares testados como moduladores podem se manter
viaveis nas camas de aviario apos as 24 h de incubacéao e cultivo, sendo que nestas
condicbes estas células se estabelecem e se multiplicam através das condi¢cdes
ambientais. Wadud et al. (2012) apontaram que a cama pode conter bactérias
produtoras de esporos em sua microbiologia. Por outro lado, os resultados
demonstraram que a utilizacdo de micro-organismos probiéticos administrados na
racao, ou ainda que diretamente aplicados sobre a cama das aves, ndo garantem a
interferéncia direta na composicao microbiolégica da cama, efeito que pode variar de
acordo com o tipo de produto e concentracdo do inoculado.

A producdo ou liberacdo de compostos com caracteristica inibitéria ou
destrutiva de patdbgenos no meio € outra caracteristica importante vinculada a alguns
micro-organismos considerados probiéticos, sendo que alguns destes compostos
gerados sdo as bacteriocinas e os acidos organicos. Estas moléculas de atividade
antimicrobiana produzidas pelos Bacillus spp. podem se ligar especificamente a
patdogenos do meio, como também inibir a adesédo destes através da producdo de
toxinas (PAN; YU, 2014). Esses produtos aumentam significativamente a
capacidade dos micro-organismos benéficos competirem no meio em que estiverem
(LEE; LILLEHOJ; SIRAGUSA, 2010).

Pesquisas ligadas com o mecanismo de acédo do Bacillus subtilis em plantas
exalta que o efeito in situ pela exposi¢do de células vivas a estes micro-organismos,
favorece aspectos de crescimento e/ou o biocontrole (HAMMAMI et al., 2009). Esta
espécie bacilar é também responsavel pela producdo de compostos de
lipopeptideos da familia das surfactinas e fengicinas (ONGENA et al., 2007),
favorecendo expressdes de defesa e controle bioldgico.

Em estudos direcionados para a investigacdo da microbiota intestinal de
frangos de corte, JAYARAMAN et al. (2013) testou particularmente a suplementacao
dietética com uma cepa do Bacillus subtilis PB6 a qual foi responsavel pela melhoria
da saude intestinal das aves. Os animais foram desafiados com Clostridium

perfringens onde este grupo apresentou escores de lesao intestinal mais acentuados



25

guando comparados aos grupos controle e tratados com os bacillus. A acdo desse
tipo de Bacillus foi atribuida a producao algumas substancias antibacterianas como
fatores anticlostridianos (TEO; TAN, 2006).

A acao benéfica dos Bacillus subtilis em camas de aviario foi relacionada com
a producdo de enzimas proteases responsaveis pela reducdo na contagem de
enterobactérias as 24 h de contato. Também foi verificado uma acdo preventiva
desse micro-organismo na ocorréncia de celulites em frangos de corte quando
expostos a cepas de E. Coli (BRITO; TAGLIARI, 2007).

LEl et al. (2015) estudaram a acédo do Bacillus amyloliquefaciens como
probidtico em nivel intestinal. Foi constatado reducdo dos niveis bacterianos cecais
vinculados a espécie Escherichia Coli quando as aves foram suplementadas com as
concentracfes bacilares aos 21 e 42 dias. Através das avaliagcbes morfologicas e da
atividade microbiana cecal a pesquisa sugeriu que 0s mecanismos envolvidos na
acdo do Bacillus podem decorrer da modulagéo positiva os quais favorecem a saude
e o desenvolvimento maior dos vilos e criptas.

Resultados indicam reducdo na contagem de Salmonella spp. nas fezes de
aves desafiadas com Salmonella Minnesota aos 14 dias de idade com a utilizacao
de probidtico formado por complexos bacterianos mistos (Lactobacillus spp.,
Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus e Bifidobacterium bifidum) e
inoculado em aves (LOURENCO et al., 2013).

Em pesquisas de cunho sanitario foram avaliados titulos de anticorpos para
doenca de Newcastle, percentual de linfécitos T, caracteristicas de 6rgéos linféides
assim como também a presenca de bactérias provenientes do sistema digestivo em
fezes de frangos de corte. Estes animais foram suplementados com Lactobacillus
spp., Bacillus cereus e polissacarideos de Astragalus, onde foi exaltado uma
melhora significativa nos parametros avaliados e uma consistente reducdo na
contagem de Escherichia coli nas fezes dos lotes tratados com o0s complexos
bacterianos (LI; ZHAO; WANG, 2009).

Estudos descrevem que as bactérias da espécie Bacillus licheniformis séao
produtoras de componentes com grande importancia na area da biotecnologia e na
industria da fermentacdo como amilases, antibidticos, protéases e quimicos
especificos possuindo baixo poténcial para a saude animal e sem efeitos adversos
ambientais (HE, et al. 2006). A producdo de compostos antimicrobianos incluem

predominantemente peptideos os quais sao sintetizados ribossomalmente ou nao
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(CAETANO, et al. 2011). A bacitracina foi o primeiro antibiético peptidico de sintese
nao ribossomal derivado de culturas de B. licheniformis e tem sido amplamente
aplicado nas areas humanas e de veterinaria, podendo promover atividade
antibacteriana no meio (ABRIOUEL, et al. 2011).



4. Capitulo 1

Avaliacdes da efetividade de tratamentos quimicos e fisicos na reducédo dos
niveis bacterianos patogénicos em camas de aviario
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4.1 Introducéao

A cama aviéria pode ser renovada a cada ciclo ou reutilizada por varios lotes
de frangos (CHINIVASAGAM; TRAN; BLACKALL, 2012, ROLL et al.,, 2011). A
reutilizacdo € uma pratica adotada para diminuir custos de producdo e também para
aumentar a quantidade de nutrientes presentes no substrato para posterior utilizacdo
como fertilizante na agricultura reduzindo desta forma o impacto ambiental da
avicultura (TERZICH et al., 2000).

Na industria avicola brasileira os métodos mais utilizados para o tratamento
de cama em aviarios de frango de corte durante o intervalo sanitario sdo o
enlonamento e 0 uso do 6xido de calcio (Ca0). O custo para adocao de cada uma
destas praticas na avicultura é relativamente baixo em decorréncia do beneficio que
apresentam, ficando os valores na faixa de U$ 150,00 para um galp&o padrdo de
1200 m2 (LOPES et al., 2013). No entanto, a sua reutilizacdo em lotes sucessivos
pode dificultar a desinfeccdo do ambiente alterando a qualidade microbiolégica do
sistema de producdo (LOPES ASSIS; DIAS LUNS, CURY, 2013). Este fator pode
contribuir para a prevaléncia de micro-organismos no ambiente, como a
enterobactérias, Staphylococcus spp., Campylobcter spp., Clostridium perfringes
(STRINGFELLOW et al., 2010, ROLL et al., 2011). Em estudo realizado por KWAK;
HUH; MCCASKEY, (2005), foram encontrados 31 géneros distintos de bactérias na
cama aviaria, sendo 82% Gram-positivas, principalmente Lactobacillus sp. e
Salinococcus sp.e alguns Clostridium sp., Staphylococcus sp.e Bordetella sp.

Em decorréncia disso, diferentes praticas de manejo tém sido utilizadas para
reduzir a umidade e os niveis de patdgenos na cama aviaria (COOK et al., 2012).
Substancias como 6xido de calcio (LOPES et al., 2013), hidréxido de calcio (LUCCA
et al., 2012), gesso agricola (SANTOS; ESCOSTEGUY; RODRIGUES, 2010), sulfato
de aluminio (FERREIRA; OLIVEIRA; TRALDI, 2004) e Bacillus subtillis (ROLL et al.,
2008) foram adicionadas na cama a fim de melhorar sua qualidade microbiologica.

Em grande parte do Brasil, devido a facilidade de manejo, o uso de lona
cobrindo a cama em toda a extensdo do aviario € o método mais utilizado em
aviarios com vao livre. De forma semelhante, o uso de cal virgem tem sido muito
utilizado principalmente em galpdes com postes centrais, pois provoca a reducéo da
atividade de agua (Aw) e a elevacédo do pH que sdo dois aspectos importantes no

controle de patdgenos presentes na cama (LOPES et al., 2013). Porém para que o
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manejo da cama seja realizado corretamente € necessario retirar as incrustacoes e
queimar as penas antes e aplicar os tratamentos e permitir um periodo de vazio
sanitario de no minimo 15 dias entre lotes (DAl PRA; ROLL, 2012).

O objetivo do trabalho foi estudar a eficacia de diferentes tratamentos
utiizados em camas de aviario (maravalha) visando a reducdo de bactérias

patogénicas.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Local e periodo experimental

O estudo foi conduzido logo apés a retirada de 384 aves da linhagem Cobb
do Laboratério de Ensino e Experimentacdo Zootécnica Professor Renato Rodrigues
Peixoto, do Departamento de Zootecnia/ FAEM/ UFPEL, onde estes animais
permaneceram por um lote ou 42 dias.

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
do Centro de Biotecnologiada UFPEL.

4.2.2 Manejo das aves e da cama

Previamente ao inicio do experimento as aves foram aleatoriamente
distribuidas em 32 boxes experimentais com medidas de 1 m? cada, com densidade
de 12 aves por m?. Os boxes continham 10 cm de maravalha. Apés a retirada das
aves as amostras foram removidas para o controle inicial. Foi realizado o
enlonamento com lona preta cobrindo toda a superficie do boxe para evitar a
entrada de oxigénio e facilitar a fermentacéo. Nesse processo foram aspergidos 100
mL de agua para umedecer o meio e facilitar o processo fermentativo e

permanecendo assim por 12 dias consecutivos.

4.2.3 Delineamento experimental

O deliamento foi totalmente casualisado, onde foram aplicados 4 tratamentos 8

repeticdes. Os tratamentos foram aplicados as unidades experimentais apos a saida
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das aves, durante o vazio sanitario, e teve duragdo de 12 dias, podendo ser
divididos em:

CT) Sem tratamento (controle),

CV) CaO (300g m™),

EN) Enlonamento,

CN) Enlonamento + CaO (300g m™).

No método de enlonamento + CaO foram incorporadas 300 g de CaO por
metro quadrado de cama que foram misturadas com a cama e logo cobertas com a

lona.

4.2.4 Coleta e acondicionamento das amostras

Foram realizadas trés coletas durante o vazio sanitario, sendo a primeira,
apos a retirada das aves (dia zero) e a segunda e terceira coletas no 6° e 12° dias,
respectivamente. Foram coletadas aliquotas individuais em cinco pontos
equidistantes 1 m entre si, quatro deles localizados em cada canto e o quinto, no
centro de cada unidade experimental correspondente a um tratamento. Os mesmos
pontos foram marcados e medidos para os tratamentos com enlonamento, porém
nessa situacdo era realizado um pequeno corte (5 cm) na lona para coleta da
amostra e posterior fechamento com uma fita adesiva preta multiuso. As amostras
(288) foram acondicionadas em sacos plésticos estéril nasco em uma temperatura
de 4 °C até posterior e rapida manipulagéo.

4.2.5 Registo da temperatura

A afericdo da temperatura interna das camas foi realizada durante o
experimento nos trés periodos de coleta das amostras (0, 6 e 12 dias). A
temperatura interna da cama era verificada com um termdémetro digital de haste
metalica (+ 0,5°C COTERM 180) com haste de 0,17m., colocado durante 4 minutos
no interior da cama a quatro cm da superficie Nas camas aviarias, cujos tratamentos

continham lona, a afericdo da temperatura era feita com a mesma haste metélica
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através de uma abertura de 5 cm no centro da lona e no centro do boxe. Logo apoés

a leitura da temperatura a lona era vedada com uma fita adesiva.

4.2.6 Analises microbioldgicas

Para realizacdo das analises microbiolégicas, as amostras de cama eram
retradas de cinco pontos internos dos boxes, sendo posteriormente
homogeneizadas e acondicionadas, formando um pool de amostra por tratamento.
Para o processamento de cada amostra, uma aliquota de 1g foi utilizada para
contagem microbiana. Essa aliquota de 1 g foi diluida em 9 mL de agua destilada
estéril e a partir desta, 100uL foram semeados na superficie do meio de cultura com
uma alca de Drigalski em placas de Petri contendo as diluicdes seriadas de 107 no
meio Brain Heart Infusion Agar (BHI), 10° MacConkey (Acumedia®) e 10° no meio
Chapman (Acumedia®). As aliquotas foram semeadas em triplicata nos trés meios
de culturas e incubadas em estufa bacteriana a 37°C por 24h, apés esse periodo,
era realizada a contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC/mL). Para
avaliar o numero total de bactérias foi considerado o crescimento no meio BHI, para
a contagem de Staphylococcus no meio Chapman e para Enterobacteriaceae o

crescimento no meio MacConkey.

4.2.7 Andlise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo procedimento andlise de
medidas repetidas, obtendo-se as médias dos efeitos principais e das interacdes. As
comparacdes das médias entre tratamentos para a propor¢ao na reducdo bacteriana
em cada um dos periodos avaliados foram realizadas pelo teste Tukey Kramer a 5%

de significancia.

4.4 Resultados e discussao

4.4.1 Microbiologia
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Na tabela 1, pode ser observado que, independente do meio de cultivo
utilizado houve reducao significativa (P<0,05) no nimero de bactérias da cama com
a aplicacdo dos tratamentos ao final do periodo de vazio sanitario comparado ao
grupo controle, exceto o enlonamento da cama para as bactérias que crescem em

meio de cultivo Staphylococcus spp.

Tabela 1: Reducdo média da contagem bacteriana em meios de cultura e sua interacdo com diferentes
tratamentos em cama aviaria durante o vazio sanitario.

Meios de cultura

Bacterias Totais

Tratamentos 0 6 12
dias
Log10’ UFCl/g Reducéo Log10’ Reducéo Log10’ Reducéo
(contagem inicial) propor¢ao UFC/g proporcao UFCl/g proporcao
Controle 2,463A - 2,452 0,0024b 2,41A 0,021b
Enlonamento 2,34A - 2,1472 0,09ab 1,82B 0,23a
Enlonamento,
CaO* 2,30A - 1,92B 0,16a 1,5C 0,34a
CaO* 2,208A - 1,89AB 0,14a 1,49BC 0,32a
Staphylococcus
0 6 12
dias
Log10° UFC/g Reducéo Log10° Reducéo Log10°® Reducéo
(contagem inicial) proporcao UFCl/g proporcao UFCl/g proporcao
Controle 1,83A - 1,872 -0,024b 1,64A 0,12b
Enlonamento 1,87A - 1,67AB 0,11ab 1,33B 0,29b
Enlonamento,
CaO* 1,63A - 1,26B 0,23a 0,52C 0,70a
CaO* 1,47A - 0,98B 0,33a 0,36C 0,75a
Enterobacteriaceae
0 6 12
dias
Log10° UFC/g Reducéo Log10° Reducéo Log10°® Reducéo
(contagem inicial) propor¢ao UFC/g proporcao UFCl/g proporcao
Controle 1,81A - 1,79A 0,03c 1,75A 0,07b
Enlonamento 1,63A - 1,19B 0,27bc 0,19C 0,87a
Enlonamento,
CaO* 1,74A - 0,65B 0,72a 0,33B 0,92a
CaO* 1,93A - 0,95B 0,51ab 0,33C 0,84a

Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na mesma coluna e por letras mailsculas na mesma
linha diferem entre si pelo teste Tukey Kramer a 5%. *Oxido de célcio (300 g/m?).

O método aplicacéo isolada de CaO ou em combinacdo com o enlonamento
apresentaram maior reducdo proporcional de unidades logaritmicas de UFC,

comparados a utilizacdo de apenas enlonamento sobre a cama aviaria tanto nos
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meios de cultura BHI (32%, 34% e 23%, respectivamente) como Chapman (75%,
70% e 29%, respectivamente) aos 12 dias de tratamento.

Esta reducdo no numero de bactérias pode ser explicada possivelmente em
decorréncia da combinacdo de CaO com a agua, que forma Ca(OH),, promovendo a
reducdo do teor de umidade e da atividade de agua na cama aviaria (FERREIRA;
OLIVEIRA; TRALDI, 2004, AHN; RICHARD; GLANVILLE, 2008).Corroborando com
as afirmacdes, Dai Pra et al. (2009) testaram diferentes doses de CaO em cama
aviaria e verificaram que a partir de 300 g m? de CaO, houve uma reducdo
significativa de 2,75% na atividade de &gua o que colaborou para a reducdo da
Salmonella spp. e do Clostridium spp. Por outro lado o CaO promove um aumento
do pH da cama um dia apds a aplicacdo com um efeito residual que pode durar até
dez dias apds a mistura na cama (RUIZ et al., 2008).

No entanto, a menor eficacia do enlonamento sem a adicdo de CaO pode ser
explicada pela presenca da cobertura de lona que pode ter auxiliado na reducdo da
perda de umidade para o meio, favorecendo a manutencao da atividade microbiana
na cama aviaria, concordando com Macklin et al. (2006) que nao verificaram
diferencas significativas na maioria dos tratamentos com lonas entre o inicio e o final
do periodo avaliado, quanto ao teor de umidade da cama aviaria.

No mesmo periodo, com excec¢do do grupo controle, pode ser observado que
todos os tratamentos atingiram mais de 84% de reducdo em unidade logaritmica na
contagem de UFC, no meio de cultura MacConkey. De forma similar, Lopes et al.
(2013) aplicaram 300 g m? de 6xido de calcio em diferentes tipos de cama aviaria
durante o vazio sanitario e verificaram reducdo de 92.1% na contagem de UFC nos
meios de cultura MacConkey. A reducdo das enterobactérias pelo método
enlonamento pode ter ocorrido possivelmente devido ao efeito da amdnia produzido
pela cama avidria em decomposicdo. Hahn et al. (2012) avaliando a persisténcia de
patogenos em pilhas de compostagem de cama aviaria verificaram um acumulo de
NH3 préximo a superficie de contato com o polietileno utilizado como cobertura. O
forte poder germicida da amdnia pode inibir a atividade microbiana (KWAK et al.,
2005; EL KADER et al.,, 2007), o que pode explicar a reducdo significativa no

namero de bactérias da cama aviaria independente do meio de cultivo utilizado.

4.4.2 Temperatura interna
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Com relacdo a temperatura da cama aviaria durante a aplicagdo dos métodos
de tratamento enlonamento e enlonamento em combinacdo com CaO, pode ser
observado uma variacdo de 24,4 a 34,7 °C e 24,9 a 36,4 °C no decorrer do vazio
sanitario, respectivamente. Embora tenha havido reducdo de bactérias totais,
estafilococus e enterobactérias ao final do vazio sanitario, a presenga de outros
micro-organismos decompositores da cama aviaria ndo avaliados nesse estudo,
podem ter contribuido para o aumento das temperaturas no decorrer do periodo.
Entretanto, comparando-se aos estudos de Kwak et al. (2005) e MACKLIN; HESS;
BILGILI (2008), que verificaram durante o vazio sanitario, temperaturas de 62 °C e
50 °C, respectivamente, sugere-se que a altura de 0,10m de cama aviaria nao
possibilitou o desenvolvimento adequado de micro-organismos termdfilos na
biomassa.

A menor temperatura alcangcada no presente experimento pode ser explicada
pelo fato de que os outros autores realizaram enlonamento de leiras com maior
volume de substrato, utilizando as dimenses 1 mx 1,2mx1me 1,5m x 0,9 m x
0,7 m, respectivamente. Valente et al. (2009) afirmam que uma altura minima de
0,80 m deve ser respeitada, abaixo da qual ndo existem condicbes adequadas para
a formacdo e manutencéo da temperatura na cama em virtude da acdo de bactérias
termdfilas.

Diferentemente, verifica-se na figura 1, que as temperaturas do tratamento
controle e do CaO mativeram-se praticamente constantes a partir do sexto dia de
vazio sanitario. Os resultados demonstram a importancia da umidade e da atividade
de agua para o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos na cama
aviaria. Hills et al. (1997) afirmam que com a diminui¢do da disponibilidade de agua,
0 microrganismo necessitard de maior energia para retira-la da cama, de forma a

utiliza-la no seu metabolismo, dificultando ou impedindo sua sobrevivéncia.
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Figura 1 — comportamento da temperatura interna dos materiais de cama de aviario

4.5 Conclusdes

A aplicacédo de cal isolada ou em combinacdo com enlonamento apresenta
melhores efeitos sobre as Enterobactereaceas em comparacdo com o enlonamento
da cama.

Tanto a aplicagcdo de CaO, o enlonamento ou a combinagdo destes dois
tratamentos sao eficientes em reduzir pelo menos 84% a contagem logaritmica de
UFC de Enterobactereaceas ao final de 12 dias de vazio sanitario

Dentre os tratamentos estudados das camas aviérias durante o vazio sanitario
recomenda-se a utilizacdo de cal (CaO) isoladamente por ser uma técnica bastante
eficiente no controle dos principais patégenos testados, apresentando baixo custo,

alta disponibilidade, além de ser de facil aplicabilidade.



5. Capitulo 2

Efeito de um modulador biolégico nareducédo da carga bacteriana e

caracteristicas quimicas de camas reutilizadas de aviario
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5.1 Introducéao

Apresentando tendéncia crescente, a producdo de aves € considerada um
dos setores mais promissores do agronegocio atual. A producdo média de carne de
frangos nos ultimos foi em torno de 12,714 milhdes ton no Brasil. Destinando 32,7%
da producdo total para o0 mercado externo, o Brasil segue como maior exportador de
carne de frango no mundo produzindo 4,304 mil ton e agregando em torno de 1,5 no
PIB anualmente (ABPA, 2015).

De acordo com o continuo crescimento avicola brasileiro, estima-se maior
demanda por substratos utilizados como cama aviaria, assim como elevagdo na
producdo dos residuos e outros compostos gerados nesse sistema (UBA, 2013). Os
materiais de cama aviaria sdo dispostos por todo galpdo e podem ser reutilizados
por até 14 lotes consecutivos nos aviarios brasileiros (ROLL et al., 2011). A partir da
criacdo intensiva de frangos de corte e consecutivas reutilizagbes das camas
aviarias, ocorre elevagdo e acumulo de elementos provenientes das excretas nesses
materiais.

Camas reutilizadas oferecem condicbes para o desenvolvimento de
populac6es de micro-organismos com possivel potencial patogénico, como por
exemplo, Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli, Clostridium
perfringens e Staphylococcus aureus (WERLE et al., 2010, COOK et al, 2012). Isto
pode ser considerado indesejavel por apresentar grande capacidade de manutencao
e disseminacdo micro-organismos patogénicos no meio, além de serem potenciais
contaminantes para a 4gua e solo (ROBERTS et al., 2013).

Além da contaminacdo por patdégenos, o incorreto manejo e disposicao
desses materiais no meio ambiente podem poluir as aguas superficiais e lencois
fredticos com as altas concentracdes de nitrogénio, fosforo e potassio como também
comprometer a qualidade do ar por emissdes de gases como aménia (MEDA et al.,
2011).

No entanto, para que esta pratica seja considerada segura e eficiente os
materiais de cama devem ser submetidos a tratamentos que auxiliem na reducéo da
carga microbiana patogénica e melhorem suas caracteristicas fisico-quimicas
(LOPES et al.,, 2013). Durante o vazio sanitario produtos comerciais tém sido
utilizados na indastria com a finalidade de desinfecgdo ambiental e alguns estudos

comprovam a sua eficacia bem como o seu modo de acdo (LOPES et al., 2015;
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KWAK; HUH; MCCASKEY, 2005, LAVERGNE; STEPHENS; SCHIELLINGER, 2006,
MACKLIN; HESS; BILGILI (2008).

Produtos biolégicos tais como o modulador avaliado no presente estudo,
podem demonstrar alguns beneficios impedindo o desenvolvimento de bactérias
patogénicas (ROLL et al., 2008). Através da acdo desse complexo bacteriano
espera-se favorecer o crescimento de comunidades bacterianas positivas no
ambiente aviario, auxiliando no melhor desempenho e sanidade das aves. Outras
vantagens podem ser percebidas como de facil aplicacdo no ambiente em que as
aves se encontram, auséncia de producdo de pd assim como menor volume de
aplicacdo ao comparar com outros materiais de tratamento de cama.

Através do presente estudo, objetivou-se avaliar in vitro o efeito de um
modulador a base de micro-organismos vivos frente ao crescimento de bactérias
Gram positivos e Gram negativos como grupos da familia Enterobacteriacea,
Staphylococcus spp., bem como bacterias totais com possivel potencial de

patogenicidade.

5.2 Material e métodos

5.2.1 Local e periodo da experimentacédo

O experimento foi realizado entre julho de 2014 a marco de 2015, no
laboratério de Microbiologia do Centro de Desenvolvimento Tecnoldgico
CDTec/UFPEL. As andlises quimicas das amostras de cama de aviario foram
realizadas no laboratério de Nutricdo Animal do Departamento de Zootecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel FAEM/UFPEL.

5.2.2 Experimentacao piloto

Previamente ao inicio do experimento com as camas reutilizadas de aviario
foram realizados experimentos pilotos para caracterizacdo de parametros
microbiolégicos do modulador utilizado. Testes de resisténcia e capacidade de
multiplicagdo microbiana também foram avaliados em amostras de cama
previamente selecionadas. Os micro-organismos foram cultivados a partir de meios

de cultivo especifico e semeados em cama de aviario estéreis com ou sem a
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presenca de fezes. As camas de aviario eram formadas por maravalha (particulas do
beneficiamento de Pinus elliotti) e casca de arroz (50% de cada) e que foram uadas
2, 4,6, 8,10 e 12 vezes em aviarios de frangos de corte. Este material era pesado
sempre na mesma balanca de preciséo eletrénica, sendo que cada saco continha 11
g de material de cama aviaria. Nestes mesmos materais foram inoculados
concentracdes de bactérias patogénicas conhecidas, onde a pureza e viabilidade de
todas as cepas bacterianas foram conferidas. Também foram realizados testes
bioquimicos especificos (QUINN et al., 1994) e técnica de coloracdo de Gram para

cada cepa bacteriana previamente selecionada.

5.2.3 Grupos controle

Previamente ao inicio do experimento foi realizada a contagem inicial das
UFC em todas as amostras de camas (ao total 432 amostras), as quais foram
reutilizadas por até 12 vezes durante o ciclo produtivo de frangos de corte. Estas
amostras eram provenientes de uma empresa integradora avicola presente no
Estado do Rio Grande do Sul. O grupo controle constou das quantificacdes de
colonias bacterianas de interesse, semeadas a partir desses materiais formados a

partir dos diferentes ciclos de criagéo de frangos de corte.

5.2.4 Modulador Biolégico

O modulador biolégico avaliado no presente estudo € um complexo de
bactérias bacilares com possiveis acdes na transformacdo da matéria organica,
assim como na reducdo de micro-organismos patogénicos presentes no ambiente
avicola. Este produto é fomado pelos seguintes micro-organismos: Bacillus subtilis
(1,25 x 108 UFC/g), Bacillus licheniformis (1,25 x 10® UFC/g), Bacillus
amyloliquefaciens (1,25 x 10°® UFC/g), Bacillus cereus (1,25 x 10° UFC/g),
Lactococcus lactis (1,25 x 10® UFC/g), acrescidos de cloreto de sédio (5 %),

bicarbonato de sédio (10 %) e farelo de trigo (85 % veiculo).

5.2.5 Diluicdes
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Durante o desenvolvimento do experimento, foram retiradas aliquotas de
todas as amostras para posterior quantificacdo e contagem do numero de bactérias,
utilizando meios de cultivo para contagem de bactérias totais, enterobactérias, e
Staphilococcus spp. Primeiramente foi retirada 1 g de aliquota que foi diluida em 9
mL de solucdo salina estéril, para posteriores diluices seriadas. De cada diluicdo
(10, 10® e 107) foram utilizados 100 u para semeaduras em triplicata com auxilio

de uma alca de Drigalski.
5.2.6 Tratamentos e delineamento experimental

As amostras controle e tratadas com o modulador foram incubadas em estufa
a 37°C por 24, 48 e 72 h, periodos em que eram retiradas as amostras para
posterior semeadura, analises microbiologicas e testes fisico quimicos. Foram
aplicados nas camas de aviario diferentes doses do modulador biolégico sendo 2, 4
e 8 g equivalentes a 2,77, 3,07, 3,38 logl0 UFC g*/cama do modulador biolégico.
Para a deteccdo e contagem de Staphylococcus spp. foi utilizado um meio seletivo
para estafilococos e deteccdo de S. aureus, sendo as col6nias quantificados a partir
do meio de cultivo 4gar Chapman. Para crescimento de bactérias do género
Salmonella spp., Escherichia coli e enterobactérias, foi realizado a semeadura
através da contagem das UFC presentes nos meios diferencial e seletivo BD
MacConkey agar. J& para quantificacdo das bactérias totais foi utilizado o meio BHI
(Brain Heart Infusion).

O delineamento experimental foi completamente casualizado em arranjo
fatorial 4 x 6, sendo quatro doses de modulador bioldgico (0, 2, 4, e 8 g) e seis
diferentes reusos (2, 4, 6, 8, 10 e 12), totalizando 24 tratamentos para cada grupo
bacteriano testado. Apds realizar ANOVA foi utilizado o procedimento “LSM- least
squares means” sendo a comparagao das médias ajustadas através do teste Tukey
a 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa R (R
CORE TEAM, 2015).

5.2.7 Andlises quimicas

5.2.7.1 pH
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A quantificacdo do pH foi realizada através do método de Benabdeljelil;
Ayachi, (1996) em triplicata para todas as amostras de camas novas e usadas,

tratadas ou ndo com o modulador.

5.2.7.2 Amobnia

A volatilizacdo de amodnia foi determinada com base na adaptacdo da
metodologia proposta por Babko; Pilipenko, (1976). Utilizando frascos de 250 cm?,
foram colocados 25 gramas de cada amostra de cama usada juntamente com um
béquer contendo acido bdrico 2% (m/v) e indicadores, sendo a seguir tampado. O
frasco foi mantido em incubacé&o por 16 h, a uma temperatura constante de 30°C. A
solucéo fixadora de amoénia foi titulada com &cido sulfarico 0,05N (HERNANDES;
CAZETTA, 2001). Para coletar a amoénia exalada pela amostra, foi utilizado 10 mL
de solucdo de acido borico 20 g/100 mL, através do método de Kjeldhal por ser a

comumente usado nas determinagdes de amonia pelo (AOAC, 1970).

5.3 Resultados e discusséao

5.3.1 Microbiologia

5.3.1.1 Bactérias totais

Conforme pode ser observado na tabela 2, o modulador biolégico na dose de
89 reduziu significativamente o nimero de bactérias totais nos diferentes reusos de
cama. Houve acdo inibitéria do modulador contra as bactérias totais nas 24h de
analise para as amostras de cama testadas (exceto 10 reusos). No periodo de 48h,
a inclusdo das doses 4g e 8g do modulador demonstrou efeito no controle do
crescimento bacteriano total do meio. Maiores concentracdes do modulador
influenciaram na atividade dos micro-organismos presentes nas camas, cujos fatores
individuais e ambientais podem ter interferido na inibicdo do crescimento bacteriano
(CHINIVASAGAM et al., 2010). JA em camas com doze reusos a resposta
antibacteriana ocorreu a partir de 4g de uso do modulador.



42

O efeito antibacteriano a partir de doses menores do modulador (2g) foi
constatado em amostras com oito e doze reusos as 72h de incubagcdo. A
capacidade de desenvolvimento bacteriano em camas de aviario pode ocorrer a
partir da unido dos micro-organismos em comunidades bacilares, além dessas,
também foi observada a possibilidade de preservacdo dos micro-organismos de
interesse (DRESCHER et al., 2014) em ambientes celuldsicos, como a cama de

aviario.

Tabela 2. Contagem de bactérias totais (log UFC/g) em diferentes periodos de incubacdo de camas
de aviario reutilizadas por até 12 vezes e submetidas a diferentes doses do modulador biolégico

Reutilizacdo da cama

24 horas incubacao

Doselg 2 4 6 8 10 12
0 7,73 Ba 7,09 Ba 8,42Ca 8,13 Ba 8,21 Ba 8,46 Ba
2 7,76 Ba 6,30 Ba 7,21 Bca 7,43 Ba 7,15 Ba 7,72 Ba
4 7,34 Ba 7,23 Ba 6,48 Ba 6,72 Ba 7,23 Ba 7,51 Ba
8 0 Ab 0 Ab 2,20 Aa 1,00 Aab 2,38 Ba 2,00 Aa
48 horas incubacao
Dose 2 4 6 8 10 12
0 7,99 Ba 3,66 Bb 8,45Ca 8,35 Ba 8,18 Ba 8,46Ba
2 7,45 Ba 6,82 Ca 6,97 Bca 6,87 Ba 6,86 Ba 7,63 Ba
4 6,83 Ba 6,75 Ca 5,35 Ba 6,25 Aba 6,64 Ba 2,10 Aa
8 3,62 Aab 0 Ac 2,00 Aabc 4,18 Aa 1,00 Abc 1,00 Ab
72 horas incubacéao
Dose 2 4 6 8 10 12
0 7,79 Ba 7,72Ba 8,25 Ba 8,03 Ba 8,27 Ca 7,98 Ca
2 7,21 Ba 6,65 Ba 6,38 Ba 0 Ab 6,75 Bca 2,10 Ab
4 6,25 Ba 1,66 Abc 5,49 Ba 0 Ac 4,49 Bab 0 Ac
8 0,00 Aa 1,00 Aa 0 Aa 0 Aa 2,49 Aa 0 Aa

Letras mailsculas nas colunas mostram diferengas entre doses. Letras minlsculas nas linhas mostram
diferengas entre reusos. As contagens “0” correspondem a uma concentragéo de log 1O4UFC/g.

Valores de Probabilidades (24h de incubacdo) Dose= P<0,001,Reuso =P<0,05, Interacdo DoseXReuso
P=0,1047

Valores de Probabilidades (48h de incubacdo) Dose= P<0,001, Reuso=P<0,001, Interagdo DoseXReuso
=P<0,001

Valores de Probabilidades (72h de incubacdo) Dose= P<0,001, Reuso=P<0,001, Interagdo DoseXReuso
=P<0,001

Em camas com dois, quatro e seis reutilizagbes somente as doses 4g e 8g
foram efetivas em reduzir o crescimento das bactérias totais. Puderam ser
verificadas interagdes significativas entre a dose do modulador e os reusos das
camas, tanto as 48h quanto as 72h de incubac&o. Isto indica que a acdo do
modulador biolégico depende do numero de reutilizacbes da cama e do tempo de
inoculagcdo nas camas de aviario que vai permitir um periodo maior de acao do

mesmo Nnos subtratos.
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Visto que poucos sdo os dados disponiveis na literatura relatando a utilizacao
de micro-organismos benéficos na cama, as justificativas dos resultados podem
estar ligadas as atividade do complexo bacilar testado como liberacdo de
substancias antibacterianas e competicdo por substratos no meio além das 6timas
condi¢des de crescimento microbiano no meiocomo alto teor de material orgéanico,

umidade adequada,

5.3.1.2 Enterobactérias

Na tabela 3 pode ser observada reducdo significativa no grupo das
enterobactérias com o uso de 8g do modulador nas 24h de incubacdo na maioriadas

amostras de cama.

Tabela 3. Contagem de enterobactérias (log UFC/g) em diferentes periodos de incubacdo de camas
de aviario reutilizadas por até 12 vezes e submetidas a diferentes doses do modulador biolégico

Reutiliza¢c8o da cama

24 horas incubacéo

Dosel/g 2 4 6 8 10 12
0 7,17 Ba 1,82Aa 7,91 Ba 7,36 Ba 7,27 Ba 7,96 Ba
2 7,27 Ba 6,13 Bca 6,54 Ba 6,33 Ba 6,88 Ba 7,37 Ba
4 6,81 Ba 7,34 Ca 6,51 Ba 6,25 Ba 6,86 Ba 7,33 Ba
8 0 Ab 3,64 Ab 2,00 Ab 1,00 Ab 0,00 Ab 1,00 Ab
48 horas incubacao
Dose 2 4 6 8 10 12
0 7,57 Bab 8,03 Cab 7,72Cab 7,77 Cab 6,80 Bb 8,41 Ba
2 7,38 Ba 6,63 Bab 6,33 Ba 6,51 Ba 6,94 Ba 7,23 Ba
4 6,48 Ab 6,89 Bca 0 Ab 6,00 Ba 6,20 Ba 0 Ab
8 2,46 Ab 0 Ac 0 Ac 3,91 Aa 0 Ac 0 Ac
72 horas incubacéao
Dose 2 4 6 8 10 12
0 6,96 Ba 6,05 Ba 7,85 Ca 7,23Ca 7,12 Ca 8,17 Ba
2 6,51 Bab 4,10 Babc 6,55 Babc 0 Aa 2,00 Abc 2,00 Abc
4 5,90 Ba 0 Ab 3,99 Aab 2,15Bb 4,89 Babc 0 Ab
8 1,39 Aa 0 Aa 1,23 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa

Letras mailsculas nas colunas mostram diferencas entre doses. Letras mindsculas nas linhas mostram
diferencas entre reusos. As contagens “0” correspondem a uma concentragéo de log 1O4UFC/g.

Valores de Probabilidades (24h de incubagdo) Dose= P<0,001,Reuso =P<0,193, Interacdo DoseXReuso P=
P<0,001

Valores de Probabilidades (48h de incubacdo) Dose= P<0,001, Reuso=P<0,001, Interagdo DoseXReuso
=P<0,001

Valores de Probabilidades (72h de incubag¢do) Dose= P<0,001, Reuso=P<0,001, Interagdo DoseXReuso
=P<0,007

O acumulo do material organico decorrente do reuso das camas favorece o
aumento dos elementos que servem como substratos para o desenvolvimento das

familias bacterianas, incluindo as bactérias presentes no modulador bioldgico.
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Periodos maiores de incubacdo (72 h) podem ter favorecido o aumento das
atividades metabdlicas e antimicrobianas dos microrganismos do modulador
reduzindo o crescimento de outras bactérias.

No geral, Bacillus spp. crescem em condi¢des aerbbias estritas e consomem
oxigénio rapidamente (BARUZZI| ET AL., 2011; GENG ET AL., 2011). A elevada
demanda por oxigénio no meio proporciona um ambiente satisfatério que predispde
o maior desenvolvimento das espécies anaerdbias bacilares (SONG et al., 2014)
presentes nas camas de aviario. Bacillus amyloliquefaciens séo capazes de reduzir
o pH intestinal como também ambiental, favorecendo a colonizacdo dos
Lactobacillus e suprimindo as enterobactérias do meio como Escherichia coli (WU et
al., 2011).

Os resultados avaliados sugerem possivel capacidade de sobrevivéncia e
multiplicac@o das enterobactérias frente a adigdo das diferentes doses do modulador
biolégico em camas de quatro reusos. Nas 48h de incubacao efeito antibacteriano foi
verificado em algumas amostras a partir do uso de doses menores (4g) do
modulador, todavia a aplicacdo de 8g do modulador foi eficiente para todos os
reusos de cama testados.

A interacdo entre a dose do modulador e o nimero de reusos das camas
ocorreu tantos nos periodos de 24h como também em 48h de andlises. O efeito do
modulador foi superior ou mais eficiente na reducdo de UFC para amostras
derivadas de camas que apresentaram maior numero de reutilizacfes.
Possivelmente esta resposta pode ser explicada pela maior disponibilidade de
matéria organica presente em camas mais reutilizadas favorecendo o crescimento e
atividade do grupo de micro-organismos presentes no modulor utilizado.

Entre as distintas comunidades bacterianas existem acdes favoraveis a
adaptacdo e manutencdo no meio, tais quais: cooperacao, competicao, liberacao de
substancias, acfes estas as quais exemplificam a inibicdo de diferentes micro-
organismos nas camas de aviario (NADELL et al., 2016).

Trabalho semelhante desenvolvido por Cruz et al. (2013) buscou determinar
possiveis beneficios do uso de micro-organismos em camas de frangos de corte,
onde verificaram a auséncia de impactos do complexo bacteriano utilizado na
gualidade dos materiais de cama, assim como no desempenho das aves. Por outro

lado, materiais de cama compostados com inoculantes bacilares lacticos, otimizaram
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a atividade microbiana no meio assim como melhoraram indices de taxas de
degradacdo organica do residuo (WANGEN et al., 2013).

5.3.1.3 Staphilococcus spp.

Conforme pode ser observado na Tabela 4 a partir das 24 h de incubacao ja
foi possivel verificar a acdo inibidora do modulador frente ao crescimento do

Staphilococcus spp. nas amostras de cama de frango.

Tabela 4. Contagem de S. aureus (log UFC/g) em diferentes periodos de incubacdo de camas de
aviario reutilizadas por até 12 vezes e submetidas a diferentes doses do modulador biolégico

Reutilizac8do da cama

24 horas incubacéo

Dosel/g 2 4 6 8 10 12
0 6,94 Ba 8,03 Ba 7,02 Ba 6,25 Ba 7,09 Ba 7,37 Ba
2 6,54 Ba 6,85 Ba 6,15 Ba 6,25 Ba 6,51 Ba 6,91 Ba
4 6,15 Ba 7,05 Ba 6,38 Ba 5,92 Ba 6,69 Ba 7,24 Ba
8 0 Aa 0 Aa 1,00 Aa 0 Aa 1,00 Aa 1,15 Aa
48 horas incubacao
Dose 2 4 6 8 10 12
0 6,74 Ba 7,39 Ba 6,77 Ba 6,10 Bba 7,07 Ba 8,27 Ca
2 6,97 Ba 6,67 Ba 6,31 Ba 6,64 Ba 6,75 Ba 6,88 Ca
4 3,49 Ab 6,59 Ba 6,15 Bab 5,98 ABab 6,10 Bab 4,10 Bab
8 2,73 Aab 1,28 Aab 0 Ab 3,59 Aa 0 Ab 0 Ab
72 horas incubacéao
Dose 2 4 6 8 10 12
0 7,30 Ca 6,67 Ca 7,01 Ba 6,28 Ba 6,54 Ba 8,03 Ba
2 6,38 Bcab 5,98 Bcab 6,69 Ba 0 Ab 3,43 ABab 1,11 Ab
4 2,73 Abab 2,14 Abab 4,02 Bab 2,27 Aab 4,66 Bab 0 Ab
8 0,00 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa

Letras mailsculas nas colunas mostram diferencas entre doses. Letras mindsculas nas linhas mostram
diferengas entre reusos. As contagens “0” correspondem a uma concentragdo de log 104UFC/g.

Valores de Probabilidades (24h de incubagdo) Dose= P<0,001,Reuso =P<0,001, Interacdo DoseXReuso P=
P<0,7

Valores de Probabilidades (48h de incubacéo) Dose= P<0,001, Reuso=P<0,45, Interacdo DoseXReuso
=P<0,002

Valores de Probabilidades (72h de incubac¢do) Dose= P<0,001, Reuso=P<0,004, Interagdo DoseXReuso
=P<0,002

Houve reducao significativa nas UFC com o uso da maior concentracado do
modulador (8g) em comparag¢do com outras doses em todos 0s reusos das camas.

No periodo de 48h foi observado efeito significativo do uso de 4g do
modulador na reducdo das UFC para amostras provenientes de camas com dois,
oito e doze reusos. Essa situacdo novamente demonstra interferéncia do tempo de
incubacdo sobre a maior multiplicacdo e acdo dos micro-organismos presentes no

modulador nas amostras de cama. Nas camas de quatro, seis, dez como também
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doze reusos, a aplicagdo da maior dose (8g) do modulador foi significativamente
mais eficiente, causando, em alguns casos, a eliminacdo da deteccdo de micro-
organismos na concentracédo 10*UFC/g.

A acdo antibacteriana do modulador também pode ser atribuida a producéo
de enzimas extracelulares produzidas pelo complexo bacteriano nas camas
testadas, destacando-se a a- amilase, celulase, metaloproteases, proteases
(AHMED et al., 2014), a- acetolactato, descarboxilase, endoglucanase,
hemicelulases, fitase, amilase maltogénica e xilanases (SUPRIYATI et al., 2015).

A bactéria Bacillus licheniformes, um dos componentes do modulador
biolégico, esta ligada diretamente com a producdo das bacteriocinas que, por sua
vez, sdo consideradas moléculas de potente efeito antimicrobiano contra bactérias
da espécie Staphilococcus spp. (ABRIOUEL, et al. 2011)

Ja nas 72h de incubacdo, os resultados mostram eficiéncia na inibicdo dos
patégenos com a utilizacdo de 2g do modulador para todas as amostras de camas
testadas, exceto nas camas com seis reutilizacdes nas quais somente a dose de 8g
foi eficaz. Foram encontradas intera¢gdes significativas entre a dose do modulador e
0 reuso da cama, tanto nas 48h como 72h de incubacdo, novamente demonstrando
que a acao do modulador biol6gico é afetada pelo nimero de reutiliza¢cdes da cama.

Esta caracteristica pode explicar a eficiente atuacdo de menores
concentracbes do modulador nas amostras de camas mais reutilizadas. Micro-
organismos bacilares e constituintes do modulador bioldgico testado produzem
bacteriocinas, como a barnase (AHMED et al., 2014), subtilina e mersacidina
(HERZNER et al., 2011), as quais sdo capazes de inibir o crescimento de S. aureus
gue competem por substratos nas camas de aviario. Dada a maior permanéncia
(48h e 72h) do modulador nas amostras que continham maior numero de
reutilizacbes (oito, dez e doze reusos), foram requeridas menores doses do

modulador para haver efeito antibacteriano.

5.3.2 Aménia e pH

Na figura 2 podem ser observadas faixas com tendéncia alcalina mantiveram-
se para grupos considerados controle ou sem a presenca do modulador. Conforme o
aumento do numero de reusos, foi percebido elevacdo do pH nestes grupos

avaliados. Ja para as amostras tratadas com o modulador, o incremento das doses
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pode ter acarretado reducdo do pH das camas reusadas e avaliadas. Neste estudo
podem ser observados valores de pH adequados (entre 8 e 9) os quais facilitam o
desenvolvimento microbiano ideal (DAI PRA et al., 2009). Mesmo nessas condicdes,
constatou-se reducado significativa de todos os grupos bacterianos testados nos
materiais de aviario. De acordo com JIANG et al., (2013), tanto a presenca como
acao intensa dos micro-organismos no meio pode provocar algumas reacdes
quimicas com liberacdo de bases pela matéria organica, elevando, assim, o pH da
massa (JIANG et al., 2013).

.0 —

8.5 —

uso

Figura 2- Andlise do pH de amostras de camas aviarias reutilizadas e tratadas com diferentes doses

de um modelador biolégico

O pH da cama tem importante papel na multiplicacdo bacteriana, inclusive de
bactérias dos géneros Salmonella e Escherichia coli. Os resultados sugerem que as
faixas de pH encontradas podem decorrer da acdo de substancias produzidas
através da atividade bacteriana do modulador. Estas sao capazes de alterar o pH
através de acidos organicos, acidos volateis, bacteriocinas, enzimas e até peroxidos
de hidrogénio, tornando o meio prejudicial para o desenvolvimento das bactérias
patogénicas (STRINGFELLOW et al., 2010).

Os compostos produzidos podem modificar as caracteristicas da cama aviaria
devido as suas propriedades, baixando o pH e desse modo reduzindo o numero de
agentes patogénicos ou até mesmo atenuando alguns dos seus fatores de
patogenecidade, como por exemplo, o metabolismo de producdo de toxinas
(BOTONE, 2010). Tratamentos contendo doses superiores de moduladorr (4g e 8 g)
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sugerem que a reducdo do pH da cama pode inferferir na emissdo de amonia,
prejudicando o crescimento microbiano devido as desfavoraveis condi¢cdes do meio.

De acordo com o maior numero de reutilizagdes, o acimulo de excretas pode
ter favorecido o aumento do pH, justificando maiores concentracées de amoénia nos
grupos controle. Com pH abaixo de 7 a volatilizacdo de aménia diminui os ions livres
de H+ elevando a proporcdo entre aménio:amdnia, ou seja, mais amodnia é
convertida em amonio que € uma forma néao volatil (FRANCA et al., 2014), por outro
lado a falta de tratamento adequado ou longos periodos de reutilizacdo apresentam
como consequencia maior a volatilizagdo de amonia, que tende a se desprender dos
materiais reutilizados (SANTOS et al., 2012).

Roll et al. (2011) relatam que o numero de reutilizacdes da cama causam
elevacdo na umidade e na quantidade de bactérias desnitrificantes as quais sao
responsaveis por acelerar a degradacédo dos uratos presentes nas excretas e cama,
intensificando a producdo de amonia, a qual inibe o desenvolvimento de Salmonella
spp.

Existe efeito do pH sobre a quantidade e propor¢cdo de aménio e amonia
formados, uma vez que na cama mais acida a aménia é convertida em amonio,
assim como efeito do pH sobre a atividade microbiana na decomposicédo do &acido
arico em amonia que é extremamente importante para determinacéo da volatilizacdo
de amonia no ambiente. Os dois processos de formacdo de aménia, relacdo amonio:
amonia e degradacdo do acido urico, sédo potencializados em pH na faixa de 7 e 10
(GAY; KNOWLTON, 2009).

Na figura 3, observa-se a relacdo entre o aumento da concentracdo do
modulador utilizado e a queda na liberagdo de ambnia das amostras testadas.
Durante a experimentacao, diferentes niveis de aménia foram constatados, onde se
destacou menores emissdes de amobnia para todos os grupos de camas tratados
com o modulador biolégico em niveis mais elevados. Ja para as amostras que nao
receberam o modulador biolégico verificaram-se maiores producdes de amoénia.
Tanto as concentracdes de 2g como 4g e 8g do modulador foram mais efetivas no
controle da emissdo de amoénia no ambiente para todos os reusos de cama. De
encontro com esses resultados LIMA et al.,, (2011) ao comparar camas novas e
usadas em aviarios de pressdo negativa, observaram taxas de emissdo de amonia

mais baixas em camas novas.
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Conforme pode ser observado na figura 3 houve um aumento muito
significativo em camas reutilizadas duas vezes em comparagdo com as camas
novas. Porém a partir do segundo reuso as estimativas de emissdes de amonia

parecem se manter mais ou menos constantes até o 12° uso.

amoania

Figura 3- Analise de niveis de amoénia provenientes de camas aviarias reutilizadas e tratadas com
diferentes doses de um modulador biolégico.

5.4 Concluséo

Ha interacdo entre a dose do do modulador biolégico e o namero de

reutilizacdes das camas de aviario sobre a contagem de bactérias na cama aviaria.
Maiores doses do modulador provoca inibicdo mais rapida dos micro-
organismos néo desejados.

E possivel utilizar doses menores do modulador e atingir niveis similares de
eficacia na reducdo de bactérias patogénicas em avaliacbes microbiolégicas
realizadas 72h apds a inoculacdo do produto especialmente em camas com maior
namero de reutilizacdes. Ha uma elevacéo brusca do pH até a quarta reutilizacdo da
cama com tendéncia posterior de manter-se estavel entre 8,5 e 9,0 até o 12° reuso.

O uso do modulador em maiores doses reduz a emissdo de amodnia para o

meio.
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6. Conclusfes gerais

Se mantido os padrdes sanitarios adequados da camas de aviario reutilizadas
assim como o0 manejo correto da mesma, torna-se viavel a reutilizacdo dos materiais
de cama de aviério por varios lotes.

As camas de aviario devem ser devidamente manejadas afim de proporcionar
conforto e bem estar as aves, garantindo resultados satisfatérios com reducédo dos
custos produtivos o que é possibilitado pelo maior nimero de reutilizacbes das
camas de aviario e uso dos tratamentos como 6xido de célcio, enlonamento e CaO e

modulador biolégico durante o vazio sanitario.
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