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RESUMO

A busca por alternativas aos promotores de crescimento € um assunto recorrente
dentro da producdo animal. Por um lado, os promotores baseados em antibioticos
possuem seus efeitos e doses ja estabelecidos, mas com preocupacdes sobre a
inducdo a resisténcia de microrganismos, por outro 0s acidos organicos e oOleos
essenciais ainda ndo se apresentaram uma padronizacao nas doses e efeitos, porém
possuem a vantagem de n&o haver entraves comerciais sobre a sua utilizagdo na dieta
de animais. Diante disso o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o uso de produtos a base
de acidos organicos e 6leos essenciais como aditivos na producao de frangos de corte
e seus efeitos sobre o desempenho, histologia intestinal e qualidade da carne. Para
realizacdo deste experimento foram utilizados 300 pintainhos divididos em 4
tratamentos de 5 repeticdes com 15 animais cada. Todos os animais receberam uma
dieta basal, sendo os tratamentos divididos pelos aditivos presentes na racdo: CN —
Controle Negativo, dieta controle contendo apenas a ragédo basal sem nenhum tipo de
aditivo; PCA — Controle Positivo, dieta basal contendo a adicdo de enramicina, OEE —
Oleos Essenciais e Extratos, dieta basal com adicédo de 6leo essencial de alecrim,
0leo essencial de tomilho, 6leo essencial de anis, extrato de Quillaja saponaria e
extrato de tocoferol; AC — Acidos Organicos, dieta basal contendo acido butirico, acido
propiénico, acido caprico e acido caprilico. As aves foram avaliadas quanto ao seu
desempenho produtivo (ganho de peso, consumo de ragédo, conversdo alimentar e
viabilidade), analise histoldgica do intestino (vilosidades e criptas) e qualidade de
carne (pH, capacidade de retencao de agua, perda por coccéo, forca de cisalhamento
e TBARS). Houve diferenca significativa para ganho de peso e conversao alimentar
no periodo de 1-35 e 1-42 dias para os tratamentos propostos, onde os tratamentos
OE e AO tiveram resultados semelhantes ao PCA. Na histologia, as aves
suplementadas com AO apresentaram maior comprimento de vilosidades, enquanto
o grupo OEE tiveram menor profundidade de cripta. Nas anélises de qualidade de
carne a capacidade de retencao de agua foi similar a todos os tratamentos estudados,
com excecdo ao AO. O nivel de TBARS foi mais alto para as aves suplementadas AO.
A utilizacdo dos acidos organicos e Oleos essenciais associados a extratos
apresentaram resultados satisfatorios na conversao alimentar e ganho de peso das
aves nas fases finais de criacdo, podendo substituir o promotor de crescimento

baseado em antibidtico deste estudo. Na andalise de carne, os niveis de TBARS foram



maiores para os AO e OEE, demonstrando um efeito ndo desejado. Houve influéncia
dos tratamentos propostos no tamanho de vilosidades e criptas intestinais, dos quais

podem ter influenciado positivamente no desempenho dos animais.

Palavras-chave: qualidade de carne; promotor de crescimento, estresse oxidativo



ABSTRACT

The search for alternatives to growth promoters is a recurring issue within animal
production. On the one hand, promoters based on antibiotics have their effects and
doses already established, but with concerns about inducing resistance of
microorganisms, on the other hand, organic acids and essential oils have not yet
presented a standardization in doses and effects, but they have the advantage that
there are no commercial barriers to its use in the diet of animals. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the use of products based on organic acids and
essential oils as additives in the production of broilers and their effects on performance,
intestinal histology and meat quality. To carry out this experiment, 300 chicks were
divided into 4 treatments of 5 replicates with 15 animals each. All animals received a
basal diet, the treatments being divided by the additives present in the ration: NC —
Negative Control, control diet containing only the basal ration without any type of
additive; PCA — Positive Control, basal diet containing the addition of enramycin, OEE
— Essential Oils and Extracts, basal diet with the addition of rosemary essential olil,
thyme essential oil, anise essential oil, Quillaja saponaria extract and tocopherol
extract; AC — Organic Acids, basal diet containing butyric acid, propionic acid, capric
acid and caprylic acid. The birds were evaluated for their productive performance
(weight gain, feed intake, feed conversion and viability), histological analysis of the
intestine (villi and crypts) and meat quality (pH, water retention capacity, cooking loss,
shear force and TBARS). There was a significant difference for weight gain and feed
conversion in the period of 1-35 and 1-42 days for the proposed treatments, where the
OE and AO treatments had similar results to the PCA. In histology, the birds
supplemented with AO had greater villus length, while the OEE group had a smaller
crypt depth. In the analysis of meat quality, the water retention capacity was similar to
all treatments studied, with the exception of AO. The TBARS level was higher for the
AO supplemented birds. The use of organic acids and essential oils associated with
extracts showed satisfactory results in the feed conversion and weight gain of the birds
in the final stages of creation, being able to replace the antibiotic-based growth
promoter of this study. In meat analysis, TBARS levels were higher for AO and OEE,
demonstrating an undesired effect. There was an influence of the proposed treatments
on the size of villi and intestinal crypts, which may have positively influenced the

performance of the animals.



Keywords: meat quality; growth promoter, oxidative stress
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1 INTRODUCAO

A avicultura € uma das indudstrias que mais crescem na demanda por
carnes, em conjunto da busca por eficiéncia e alto desempenho de animais
(YADAYV; JHA, 2019). Dentro deste contexto, ha uma grande parcela envolvendo
a alimentacédo, e por representar cerca de 70% dos custos na producgéo
(ADHIKARI et al., 2020), cria-se uma demanda por aditivos que possam diminuir
perdas e melhorar indices zootécnicos.

Para reduzir estes custos séo utilizados os promotores de crescimento,
aditivos introduzidos na alimentacéo com o objetivo de melhorar as variaveis de
ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar (TOLDRA; REIG,
2016). Historicamente o emprego desta classe de aditivos é relacionada com o
uso de agentes antimicrobianos, isso se deve ao longo tempo em que tais
substancias eram a referéncia na proposta de melhorador de desempenho
(DIBNER; RICHARDS, 2005).

Os estudos iniciais que envolviam a utilizacdo de antimicrobianos na
alimentacdo dos animais tinham por finalidade a prevencao de doencas com a
adicao de doses menores que a terapéutica na ragdo, mas ao ser feito uso deste
protocolo foi observado melhora significativa no desempenho dos animais, bem
como diminuicdo na mortalidade (FASINA et al., 2016). Tais estudos tiveram
inicio na década de 50 nos Estados Unidos e apresentaram resultados
consistentes que, mesmo com a evolucao genética e aperfeicoamento dos
métodos de criacdo existentes, a melhora em desempenho ainda é perceptivel
(CARDEAL et al., 2019).

Porém, em virtude da producdo em larga escala e dos mecanismos de
defesa das bactérias, a utilizacdo dos promotores de crescimento baseados em
antimicrobianos passou a ser uma preocupacdo na producdo animal e na saude
publica, pois 0 uso de doses abaixo daquela recomenda ao tratamento poderia
levar a resisténcia dos microrganismos (MARON; SMITH; NACHMAN, 2013).

Prevendo esta realidade, a Unido Europeia em 2006 passou a proibir o
uso de antibidticos como promotores de crescimento na produgdo dos animais
(EUROPE UNION, 2003), assim como os Estados Unidos que faz um movimento
semelhante, limitando apenas antimicrobianos de importancia humana (FDA,

2013). Todas essas restricdes seguem um movimento global, do qual restringe
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cada vez mais 0 numero de principios ativos para uso em animais como
melhorador de desempenho (OIE, 2021), fazendo com que 0s nutricionistas
busquem alternativas que ndo possuem restricbes e preenchem a lacuna dos
antimicrobianos.

Uma possibilidade em ascensdo na area de melhoradores de
desempenho sado os aditivos naturais com base em 6leos essenciais ou extratos.
Com uma grande quantidade de moléculas bioativas existentes, algumas plantas
tém mostrado atividade antioxidante, antimicrobiana e de promocao de
crescimento (GOPI et al., 2013). O dleo essencial de anis, em frangos de corte
age aumentando a CAT em soro, uma enzima responsavel por degradar os
radicais livres de hidrogénio e oxigénio, e por realizar a diminuicdo da
peroxidagdo lipidica através do menor teor de Malonaldeido (MDA) (DING;
YANG; YANG, 2017). Com a adicao do 6leo essencial de alecrim e a presenca
dos acidos carnosico e rosmarinico em sua composicao, os efeitos antioxidantes
podem ser potencializados, visto que parte do seu mecanismo de acao consiste
em inibir a peroxidacao lipidica na mitocéndria (LOUSSOUARN et al., 2017)
limitando assim producédo de espécies reativas ao oxigénio.

Em atividade antimicrobiana, o Oleo essencial de tomilho tem se
destacado pelo mecanismo de acdo exercido pelo timol, uma substancia
presente neste Oleo que atua na alteracdo da estrutura dos acidos graxos
presentes na bicamada fosfolipidica das bactérias, reduzindo sua integridade e
afetado a viabilidade (KWON et al., 2019; WANG et al., 2016). Este mecanismo
de acao pode ser inclusive complementado pela acdo da Quillaja saponaria, uma
planta que possui em suas cascas substancias com efeito detergente, do qual €
gerado um extrato vegetal com propriedades de se ligar e degradar moléculas
de colesterol presentes na membrana celular, especialmente de protozoarios,
levando a morte dos microrganismos (CHAPMAN, 2014; FRANCIS et al., 2002).

De maneira geral ao se utilizar os 6leos essenciais e extratos vegetais,
suas propriedades consistem em estabilizar a microbiota intestinal e diminuir o
namero de metabdlitos téxicos, desta forma ha uma reducdo dos danos
oxidativos e melhor aproveitamento dos nutrientes (LIU et al., 2014; ZHANG et

al., 2013). Desta forma, por trazerem tais beneficios sdo recomendadas suas
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combinacdes, podendo chegar até 14 fitogénicos, para que ocorra
potencializacdo dos efeitos sinérgicos (GUO et al., 2004).

Outra possibilidade envolve o uso de acidos organicos, substancias
naturais que sdo empregadas como conservantes para alimentos pereciveis,
devido a capacidade de controlar contaminac¢des bacterianas (RICKE, 2003).
Estes compostos possuem caracteristicas levemente acidas e com estrutura
carboxilica (COOH), dos quais podem ser divididos em acidos de cadeia curta
de 1 a 4 carbonos, ou de cadeia média com 6 a 12 carbonos (PANDA et al.,
2016).

O mecanismo de acdo dos acidos ocorre através da penetracdo na
membrana plasmatica onde ocorre a dissociacdo da estrutura do acido organico
no interior da célula, que visa a liberacdo de ions H+ e por consequéncia uma
reducdo do pH, criando um ambiente estressante para as bactérias, levando-as
a uma disfuncédo metabdlica e diminuicao de sua replicacao (HAQ et al., 2017b).

Para que haja o efeito desejado é necessaria a dissociacdo do acido, da
qual ndo vai depender apenas do pH do segmento intestinal, que pode variar
entre 6,0 no duodeno a 7,5 no ileo (GAUTHIER, 2002), mas também do
constante de dissociacdo pKa. Diante desse mecanismo de acdo, torna-se
importante utilizar diferentes acidos para que ocorra a dissociagcdo em varios
segmentos intestinais e possa influenciar a microbiota intestinal afetando
principalmente as bactérias cujo crescimento depende de condigcbes mais
alcalinas para se desenvolver (LAJPAT RAI; SHEORAN; TEWATIA, 2017).

Diante de um cenario de producdo animal que busca alternativas, o
objetivo com este trabalho foi avaliar o uso de produtos a base de organicos e
Oleos essenciais como aditivos na producéo de frangos de corte e seus efeitos
sobre o desempenho, histologia intestinal e qualidade da carne.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PROMOTORES DE CRESCIMENTO

Os promotores de crescimento séo aditivos utilizados na alimentacéao de
animais de producdo com o objetivo de melhorar as variaveis de ganho de peso,
consumo de racdo e conversdo alimentar (TOLDRA; REIG, 2016).
Historicamente o emprego desta classe de aditivos € relacionada com o uso de
agentes antimicrobianos, isso se deve ao longo tempo em que tais produtos
foram conhecidos como referéncia na proposta de melhorador de desempenho
(DIBNER; RICHARDS, 2005).

Os agentes antimicrobianos, divididos em antibiéticos e quimioterapicos,
sdo compostos que possuem atividade bactericida ou bacteriostatica, e
conforme seu espectro de acao podem envolver muitos microrganismos ou
apenas um grupo mais seleto (BRUMANO; GATTAS, 2009). Sua atividade é
determinada conforme o mecanismo de acéo, dos quais envolvem: a sintese da
parede celular, alteracfes na integridade da membrana celular e modificacGes
na sintese proteica e de 4cidos nucleicos (TIMENETSKY, 2018).

Os estudos iniciais que envolviam a utilizacdo destes produtos na
alimentacdo dos animais tinham por finalidade a prevencédo de doencas com a
adicdo de doses menores que a terapéutica na racdo, porém ao ser feito uso
deste protocolo foi observado uma diminuicdo na mortalidade, bem como
melhora significativa no desempenho dos animais (FASINA et al., 2016). Tais
estudos que iniciaram na década de 50 nos Estados Unidos apresentaram
resultados consistentes que, mesmo com a evolugdo genética e
aperfeicoamento dos métodos de criacdo existentes, a melhora é perceptivel
(CARDEAL et al., 2019).

Atualmente os mecanismos que 0s agentes antimicrobianos utilizam para
influenciar o desempenho animal ainda ndo foram bem elucidados (COSTA et
al., 2017), contudo sao consideradas duas formas de atuacéo, a primeira envolve
melhor aproveitamento nutricional, pois em nivel intestinal ha uma competicado
dos microrganismos no consumo de nutrientes e ao fazer a administragéo de um
antimicrobiano com espectro de acdo em bactérias especificas, seriam mantidos

apenas microrganismos benéficos que contribuem para manutencéo do pH e
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melhor aproveitamento dos nutrientes (BRUMANO; GATTAS, 2009), a segunda
forma segue o propdsito inicial de quando foram concebidos os promotores de
crescimento que compreende o tratamento preventivo ou subclinico de doencas
(FASINA et al., 2016).

Em virtude da produgéo em larga escala e dos mecanismos de defesa das
bactérias, a utilizacdo dos promotores de crescimento baseados em agentes
antimicrobianos passou a ser uma preocupacéo na producéo animal e na saude
publica, pois 0 uso de um agente antimicrobiano com dose abaixo daquela
adequada ao tratamento poderia levar a resisténcia dos microrganismos
(MARON; SMITH; NACHMAN, 2013).

Prevendo este tipo de eventualidade, a Unido Europeia em 2006 passou
a proibir o completo uso de antibiéticos como promotores de crescimento na
producdo de animais (EUROPE UNION, 2003). Os Estados Unidos fazem um
movimento semelhante através do Food and Drugs Administration (FDA, 2013)
restringindo o uso de agentes de importancia humana. O Brasil segue o0 exemplo
americano, do qual passa a restringir o uso de agentes antimicrobianos
especificos ou outros componentes que possam causar prejuizos a saude
publica (Tabela 1).

Tabela 1 — Histérico de proibicbes de aditivos como promotores de
crescimento na alimentacéo animal no Brasil.

PRINCIPIO ATIVO NORMA JURIDICA

CORRESPONDENTE
Avoparcina Oficio Circular n® 47/1998
R o . . Portaria n® 31, de 29 janeiro de
Produtos a base de arsenicais e antimoniais 2002

Instrugdo Normativa MAPA n° 09,
de 27 de junho de 2003
Tireostaticos, androgénicos, estrogénicos ou Instrucdo Normativa MAPA n°® 17,

Produtos a base cloranfenicol nitrofuranos

gestagénicos, substancias 3-agonistas de 18 junho de 2004
Instrucdo Normativa
Olaquindox SARC/MAPA n° 11, de 24

novembro de 2004
Instrucdo Normativa SDA/MAPA
n° 35, de 14 novembro de 2005

Carbadox

Anfenicdis, tetraciclinas, beta lactamicos
(benzilpenicilamicos e cefalosporinas),
quinolonas e sulfonamidas sistémicas

Instrugdo Normativa MAPA n° 26,
9/07/2009
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Substancias naturais ou artificiais, com Instrucdo Normativa MAPA n° 55,
atividade anabolizante hormonal de 1 de dezembro de 2011
Instrucdo Normativa MAPA n° 14,
de 17 de maio 2012
Instrucdo Normativa MAPA n° 45,
de 22 de novembro de 2016
Instrucdo Normativa SDA/MAPA
n° 1, de 13 de janeiro de 2020

Espiramicina e eritromicina

Sulfato de colistina

Tilosina, lincomicina e tiamulina

FONTE: adaptado MAPA (2021)

Diante de um cenério de producdo animal globalizado, a Organizacao
Mundial de Saude Animal (2021) produz um relatério anual que transmite
informagbes sobre a utilizagdo de antimicrobianos como promotor de
crescimento nos 92 paises que participam desta pesquisa (Gréafico 1),
demonstrando as tendéncias de maior ou menor emprego destes agendes
conforme seu principio ativo. Nota-se que neste mesmo relatorio 23% dos paises
declararam néo utilizar nenhum tipo de agente antimicrobiano como promotor de

crescimento.

Figura 1- Lista de antimicrobianos utilizados como promotor de crescimento
pelos paises participantes do relatério “Annual report on antimicrobial agents
intended for use in animals 2021” conforme o0 numero de citagdes.
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A utilizagdo de agentes antimicrobianos como promotor de crescimento
ainda é grande, porém limitada, visto que progressivamente ocorrem restricoes
de principios ativos para este fim. Contudo, ainda ndo foram encontrados
substitutos de referéncia para ocupar a lacuna dos antimicrobianos, de forma
gue transcorram preocupacoes sobre a necessidade do aumento da producéo
dos ingredientes base para a producéo de racdo, ou de um alto incremento nos
custos produtivos que possam gerar uma desestabilizacdo econémica devido a
maior parte dos custos estarem relacionados a alimentacdo (ADHIKARI et al.,
2020).

2.2 COMPOSTOS FITOGENICOS

Os compostos fitogénicos sdo substancias derivadas de plantas que
podem ser adicionados na alimentacdo animal, com o objetivo de melhorar a
produtividade (WINDISCH et al., 2008). Estas substéncias bioativas s&o
extraidas de folhas, flores, sementes, frutas, raizes e caule (GADDE et al., 2017).
Além de serem divididas de modo geral em extratos vegetais, 0leos essenciais
e compostos fendlicos.

A confeccdo e apresentacdo destes compostos tende a ser diferente
conforme o produto a ser proposto, por exemplo, o extrato vegetal consiste em
elaboracdes liquidas ou em po6 obtidas através da maceracéo, percolacdo ou
turbdlise, onde de acordo com a substancia buscada utiliza-se um solvente
diferente, podendo ser alcool, agua, acetona ou acetato de etila (MARQUES,
2005)

Os oOleos essenciais sdo obtidos pela técnica de arraste a vapor ou
prensagem, sao produtos volateis e de caracteristica lipofilica, de composicéo
variada com presenca de aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, hidrocarbonetos,
todos em concentragbes diferentes, dos quais um ou mais compostos se
destacam por serem farmacologicamente ativos (BONA et al., 2012).

J4 os compostos fendlicos consistem em substancias originarias do
metabolismo secundario das plantas, sendo estas substancias imprescindiveis
para o crescimento e reproducdo das mesmas (ANGELO; JORGE, 2007).
Possuem uma tendéncia maior de formacao em condi¢des de estresse, excesso

de radiagcédo UV e infeccdes, pois atuam para trazer estabilidade oxidativa devido
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a estes desvios (NACZK; SHAHIDI, 2004). Logo, estes compostos podem estar
presentes na composicdo de extratos e 6leos, ou serem obtidos de maneira
isolada.

O mecanismo de acgdo de todos estes compostos geralmente é baseado
em propriedades que estabilizam a microbiota intestinal e diminuem o namero
de metabdlitos téxicos, desta forma ha uma reducéo do estresse celular neste
orgao e uma diminuicdo dos danos oxidativos (LIU et al., 2014; ZHANG et al.,
2013).

Por trazerem de forma geral os beneficios citados acima, muitas vezes
estes 6leos e extratos sao fornecidos de forma conjunta nas dietas, podendo
através desta pratica haver uma potencializacao destes efeitos, sendo relatadas
combinacdes de até 14 plantas, com resultados positivos como promotores de
crescimento (GUO et al., 2004). Devido a estes beneficios, a industria de
producdo tem aumentado a demanda por estas substancias, ja que ndo causam

efeitos de resisténcia e sdo aprovados por diversos paises (GADDE et al., 2017).
2.2.1 Oleo essencial de anis

O anis é um fruto em formato de estrela, oriundo de arvores perenifélias
presentes principalmente no sul da China (SHOUFEN; SHAOHUA, 2000). A
obtencéo do seu 6leo essencial ocorre através da prensagem das sementes, que
possuem em sua composicdo a substancia bioativa anetol (ou trans-anetol)
(OZEL, 2009) reconhecida pela estrutura quimica CioH120 (Figura 1)
(PUBCHEM, 2022a). Quando este composto é extraido e purificado €
caracterizado por aparecer na forma liquida ou como cristais brancos, exalar um
odor préprio da planta de origem e sabor adocicado (CHEBI, 2016).

Seu 6leo é utilizado de maneira tépica como antisséptico e para
inflamacdes das articulacdes (DE et al., 2002). Quando disposto em alimento,
contribui para uma melhora na digestibilidade através do aumento da atividade
enzimatica, além de possuir uma agao antiparasitaria (BURT, 2004) e antifungica
(MOHAMMED, 2018).
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Figura 2 — Modelo da estrutura quimica do Anetol.

Fonte: adaptado PubChem (2022a).

Em testes observou-se atividade antimicrobiana e antioxidante, além de
um gosto adocicado (TABANCA et al., 2006). Sua funcao antioxidante apesar de
nao ter o mecanismo bem elucidado, em frangos de corte age aumentando a
CAT em soro, uma enzima responsavel por degradar os radicais livres de
hidrogénio e oxigénio, e por realizar a diminuicdo da peroxidacgao lipidica através
do menor teor de MDA (DING; YANG; YANG, 2017). Também é considerado sua
acado antifungica, com ensaios favoraveis no controle de contaminacdes por
cepas toxicas da espécie Aspergillus (LI et al., 2020), sendo este um resultado
consideravel devido a alta susceptibilidade de contaminacédo de ingredientes
base para a preparacéo de racdes, especialmente o milho.

A melhora no desempenho zootécnico tem sido pouco notavel nas dietas
contendo este 0leo essencial. Apesar de ser relatado que o cheiro do 6leo teria
capacidade de estimular o apetite dos animais e por consequéncia aumentar o
consumo (OUATTARA; MOHAMED; ALAGWANY, 2005), foi observado que
conforme se aumenta a concentragéo, o sabor torna-se mais forte e causa um
efeito contrario, afetando o desempenho das aves, sendo a quantidade maxima
de 600 mg/kg a recomendada para ndo causar este efeito (DING et al., 2020a).
Porém em quantidades menores também n&o houve melhora em ganho de peso

ou conversao alimentar.
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2.2.2 Oleo essencial de tomilho

O tomilho (Thymus vulgaris) é uma erva aromatica de floracao perene,
natural do sul da Europa, especialmente dentro da regido do mediterraneo, mas
gue na atualidade possui distribuicdo mundial (HOSSEINZADEH et al., 2015).
Seu uso consiste principalmente no preparo de receitas, na industria de
perfumaria e como planta ornamental (MOGOSANU et al., 2017). Na extracdo
do seu Oleo, destaca-se a presenca do timol, um componente biologicamente
ativo representado quimicamente por CioH140 (Figura 3) (MARCHESE et al.,
2016)

Figura 3 — Modelo da estrutura quimica do Timol.

Fonte: adaptado PubChem (2022b)

Abdalla e Roozen (1999) demonstraram que 0s componentes presentes
nesta erva poderiam inibir a geracdo de compostos volateis, como o hexanal e
pentanal, deste modo diminuindo o processo oxidativo. Posteriormente, também
foi declarado seu potencial na reducédo da oxidac&do do colesterol do tipo LDL
(TEISSEDREE; WATERHOUSE, 2000), processo este que interfere na funcao
de células do endotélio devido a formagéo de placas gordurosas. E além dos
efeitos antioxidantes, o tomilho apresentou uma reducdo do nivel de glicose

sanguinea em testes realizados com codornas, sendo este um indicativo
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associado ao menor estresse de aves confinadas, demonstrando uma funcéo
calmante (KHAKSAR et al., 2012).

Poucos estudos apresentam o uso deste Oleo essencial como uma
alternativa aos promotores de crescimento baseados em antibiéticos (ABDEL-
WARETH etal., 2012, 2018; CROSS et al., 2007). Apesar disso, alguns trabalhos
demonstram que o mecanismo de acao exercido pelo timol poderia ser benéfico
nesta substituicio (KWON et al., 2019; WANG et al.,, 2016), pois atua na
alteracdo da estrutura dos &cidos graxos presentes na bicamada fosfolipidica,
reduzindo sua integridade e afetado a viabilidade de bactérias gram-positivas,
como o Staphylococcus aureus.

Em conjunto dos beneficios microbiolégicos, El-Ghousein e Al-Beitawi
(2009) descrevem que a suplementacao do 6leo essencial de tomilho induz ao
aumento do consumo de racéo, em razao da palatabilidade conferida por este
composto. Além disso, o timol influencia em uma maior producao de amilase e
quimotripsina, enzimas que contribuem para um melhor aproveitamento de
nutrientes (WADE et al., 2018).

Sobre a qualidade de carne, é descrito o aumento da capacidade de
retencdo de agua em animais suplementados com tomilho, devido a um efeito
antioxidante produzido que garante maior integridade das fibras musculares
(DAL BOSCO et al., 2012). Isso ocorre porque ha uma melhor estabilidade das
membranas celulares de modo que ocorra menor liberacéo de célcio (ABDEL-
WARETH et al., 2018), sendo este um efeito almejado pela industria.

2.2.3 Oleo essencial de alecrim

O alecrim (Rosmarinus officinalis), assim como tomilho é uma erva, com
origem no sul da Europa e tem sido utilizado principalmente na inddstria de
cosmeéticos, alimentar e na medicina popular. A composi¢ao bioquimica basica
(Figura 3) do Oleo e extrato desta planta consiste em maior parte pelo acido
rosmarinico (CisH160s) (FERLEMI et al., 2015) e &cido carnosico (Cz0H2804)
(NEVES; NEVES; OLIVEIRA, 2018).

Seu uso como aditivo alimentar € bem estabelecido, sendo inclusive ja
discutido e determinado seus niveis maximos dentro da Unido Europeia, com 0,3

mg de extrato para cada quilo de peso vivo (BARLOW et al., 2007). S&o descritas
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diversas funcionalidades dos componentes presentes no alecrim, principalmente
da associacao dos acidos carnosico e rosmarinico, que possuem a capacidade
de inibir a peroxidacao lipidica na mitocondria (LOUSSOUARN et al., 2017)

limitando a producédo de espécies reativas ao oxigénio.

Figura 4 — Modelo de estrutura quimica do acido rosmarinico (a esquerda) e
acido carnosico (a direita).

0

Fonte: adaptado PubChem (2022c)

Dentro da nutricdo animal, a utilizacdo do alecrim € ligada a melhora da
saude intestinal e reducao do numero de bactérias patogénicas, com resultados
promissores na atividade contra bactérias gram-postivas e por inibir o
crescimento de fungos, porém com pouca eficacia contra Escherichia coli e
Salmonella Typhimurium (BENEDEC et al., 2015). A partir destes resultados,
foram realizados ensaios que demonstram a atividade sinérgica do acido
rosmarinico com antibidticos, inibindo a formacao de biofilmes a atividade de
guérum sensing de algumas bactérias (EKAMBARAM et al., 2016).

Sao relatados ainda beneficios ligados a aspectos imunomoduladores,
como melhora na atividade fagocitica, reducédo de mediadores inflamatdrios,
diminuig&o nos niveis de triglicerideos e colesterol total (LEMBO et al., 2014). E
descrito também uma melhora significativa na digestibilidade de nutrientes via
ileo, do qual se obteve resultados positivos em dietas de frangos para conversao

alimentar e na composicdo de microrganismos no ceco (PETRICEVIC et al.,
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2018). Por fim, destaca-se o efeito de protecdo cardiaca para aves em estresse
térmico, atuando como um antioxidante, diminuindo niveis de SOD e MDA e
aumentando a expressao de genes que inibem proteinas apoptéticas em casos

de estresse em células cardiacas (TANG et al., 2018).
2.2.4 Extrato de Quillaja saponaria

A Quilaia € uma arvore presente na vegetacao do Peru, Chile e Bolivia.
Sua casca é rica em saponina, uma substancia com estrutura anfifilica, composta
por agliconas que séo lipofilicas e glicidios hidrofilicos, que formam micelas que
ao serem agitadas geram espuma (SPARG; LIGHT; VAN STADEN, 2004), sendo
inclusive utilizada para produtos de limpeza.

Este efeito detergente caracteristico das saponinas esta relacionado
aplicacdo como antiparasitario, devido ao mecanismo que esta substancia tem
de se ligar as moléculas de colesterol presentes na membrana celular de
protozoarios, o que leva a degradacao de células e por consequéncia a morte do
parasita (FRANCIS et al., 2002). Isso contribui para diversificacdo de alternativas
no combate de protozoérios, visto que h4 um aumento de resisténcia de diversos
microrganismos aos tratamentos atuais, afetando inclusive o género Eimeria e
os coccidiostaticos (CHAPMAN, 2014).

Outros efeitos relatados das saponinas sao a melhora do sistema imune
por meio da capacidade de estimulo dos linfécitos Thl e LTC contra os antigenos
exdgenos, o0 que acaba as tornando ideais para adjuvantes imunoldgicos (SUN;
XIE; YE, 2009). Também s&o descritos estudos envolvendo a atividade
antibacteriana da saponina contra Salmonella typhimurium, Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (HASSAN et al., 2010; SEWLIKAR; D’'SOUZA, 2017),
com resultados que demonstram melhor atividade das saponinas contra
bactérias gram-positivas, utilizando-se um mecanismo semelhante ao que é

usado contra protozoarios com danos a parede celular.

2.3 ACIDOS ORGANICOS

Os acidos organicos sdo compostos com caracteristicas levemente acidas
e com estrutura carboxilica (COOH), que podem ser divididos em acidos de

cadeia curta de 1 a 4 carbonos, ou de cadeia média com 6 a 12 carbonos
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(PANDA et al., 2016). Além disso sdo componentes naturais de plantas e tecidos
animais, inclusive do ceco de aves sendo produzido a partir do metabolismo de
bactérias (WOLFENDEN et al., 2007a). Seu uso inicial estava relacionado ao
aumento do shelf-life de produtos pereciveis (RICKE, 2003), visto que diminuia
o crescimento fungico e de enterobactérias (GARCIA et al.,, 2000). Porém
recentemente passou-se a observar seu potencial como promotor de
crescimento devido sua acdo antibacteriana que os acidos de cadeia curta
possuem.

O mecanismo de ac¢do utilizado pelos &cidos orgéanicos, do qual age
principalmente em bactérias gram-negativas, envolve a parede celular, a
membrana citoplasmatica, as funcbes metabodlicas e a sintese de proteinas
(LAJPAT RAI; SHEORAN; TEWATIA, 2017). Através da penetracdo na
membrana plasmatica ocorre a dissociacdo da estrutura do acido organico no
interior da célula, que resulta na liberacdo de ions H* e por consequéncia uma
reducado do pH, criando um ambiente estressante para as bactérias, as levando
a uma disfuncdo metabdlica e diminui¢do de sua replicacdo (HAQ et al., 2017b)

Essa disfuncdo ocorre principalmente devido as bactérias manterem um
pH neutro em seu citoplasma para que suas proteinas sejam funcionais, mas
como h& um desequilibrio celular, verifica-se uma grande exportacdo de protons
para o meio extracelular, fazendo com que bactéria se torne enfraquecida devido
0 importante gasto energético que sofre para realizar esta acdo (RICKE, 2003).

Diante desse mecanismo de acao, torna-se importante utilizar diferentes
acidos para que ocorra a dissociacdo em varios segmentos intestinais, ja que
para ocorrer a liberacdo dos ions H* € necessario que o pKa esteja de acordo
com o nivel de pH, de forma que as dissociacdes possam ocorrer em mais
porcBes intestinais, afetando principalmente as bactérias cujo crescimento
depende de condices mais alcalinas para se desenvolver (LAJPAT RAI;
SHEORAN; TEWATIA, 2017).
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Tabela 2 — Lista dos diferentes niveis de pH conforme o segmento do trato
gastrointestinal.

Segmento Tempo de Transito pH
Proventriculo/moela 90 minutos 25-35
Duodeno 5 — 8 minutos 5-6
Jejuno 20 — 30 minutos 6,5-7,0
ileo 50 - 70 minutos 70-75

Fonte: adaptado GAUTHIER (2002)

Apesar da caracteristica antibacteriana ser comum aos acidos organicos,
existem modos preferenciais de atividade. Os acidos férmico, acético, propiénico
e sorbico sdo descritos por diminuirem o pH do trato gastrointestinal e agirem
diretamente nas bactérias gram negativas (CASTRO, 2005). E os acidos latico,
fumarico e citrico diminuem o pH do proventriculo e populacdes bacterianas sem
uma preferéncia especifica (PAPATSIROS; KARATZIA, 2013)

E ainda alguns acidos especificos, como o butirico, consegue ter efeitos
contra Clostridium perfringens e auxiliar em processos antiinflamatérios (HODIN,
2000). Além de ser associado com o crescimento de células da mucosa intestinal
e ser uma fonte de energia para células do epitélio deste 6rgdo. (DALMASSO et
al., 2008).

Embora estes mecanismos possam atuar de forma especifica para
algumas bactérias, e ou de forma generalista, pesquisas demonstram que a acédo
de ambos pode ser potencializada quando utilizados varios 4cidos em conjunto
fazendo a combinacdo de pKa em varios segmentos intestinais (Tabela 3), e ndo
de forma isolada (SAMANTA; HALDAR; GHOSH, 2008, 2010).

Tabela 3 — Lista com os acidos organicos utilizados neste trabalho, conforme seu
pKa de dissociacao.

Acido Orgénico pKa
Butirico 4,82
Propidnico 4,88
Caprico 4,89
Caprilico 4,89

Fonte: adaptado Borosky (2011)

Ainda que ja existam beneficios demonstrados, o uso de acidos organicos

ainda ndo estd completamente validado, devido as variaveis em torno da sua
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suplementacdo, como a quantidade de inclusdo, a fonte destes &cidos e a
capacidade tamponante de outros ingredientes que existem na dieta (KIM; KIM;
KIL, 2015).
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3 ARTIGO 1: COMPOSTOS FITOGENICOS E ACIDOS ORGANICOS NA
DIETA DE FRANGOS DE CORTE: SEUS EFEITOS NO DESEMPENHO E
QUALIDADE DE CARCACA

Os resultados desta dissertacao sao apresentados na forma de artigo (a
ser submetido, submetido, aprovado ou publicado), com a se¢des de acordo com
as orientacdes da Revista Arquivos Brasileiros de Medicina Veterinaria e

Zootecnia.

3.1 INTRODUCAO

A avicultura € uma das industrias que mais crescem na demanda por
carnes, em conjunto da busca por eficiéncia e alto desempenho de animais
(YADAV; JHA, 2019). Dentro deste contexto, ha uma grande parcela envolvendo
a alimentacdo, e por representar cerca de 70% dos custos na producéo
(ADHIKARI et al., 2020), cria-se uma demanda por aditivos que possam diminuir
perdas e melhorar indices zootécnicos.

Para reduzir estes custos, sdo utilizados os promotores de crescimento,
aditivos introduzidos na alimentacdo com o objetivo de melhorar as variaveis de
ganho de peso, consumo de ragdo e conversdo alimentar (TOLDRA; REIG,
2016). Historicamente o emprego desta classe de aditivos é relacionada com o
uso de agentes antimicrobianos, isso se deve ao longo tempo em que tais
substancias eram a referéncia na proposta de melhorador de desempenho
(DIBNER; RICHARDS, 2005). Porém, em virtude da producdo em larga escala
e dos mecanismos de defesa das bactérias, a utilizacdo dos promotores de
crescimento baseados em agentes antimicrobianos passou a ser uma
preocupacao na producao animal e na saude publica, pois 0 uso de um agente
antimicrobiano com dose abaixo daquela adequada ao tratamento poderia levar
a resisténcia dos microrganismos (MARON; SMITH; NACHMAN, 2013).

Diante desta realidade, a Unido Europeia em 2006 passou a proibir o uso
de antibidticos como promotores de crescimento na producdo dos animais
(EUROPE UNION, 2003), assim como os Estados Unidos que faz um movimento
semelhante, limitando apenas antimicrobianos de importancia humana (FDA,

2013). Todas essas restricdes seguem um movimento global, do qual restringe
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cada vez mais 0 numero de principios ativos para uso em animais como
melhorador de desempenho (OIE, 2021), fazendo com que 0s nutricionistas
busquem alternativas que ndo possuem restricbes e preenchem a lacuna dos

antimicrobianos.

Uma possibilidade em ascensdo na éarea de melhoradores de
desempenho sado os aditivos naturais com base em 6leos essenciais ou extratos.
Com uma grande quantidade de moléculas bioativas existentes, algumas plantas
tém mostrado atividade antioxidante, antimicrobiana e de promoc¢éo de
crescimento (GOPI et al., 2013). O dleo essencial de anis, em frangos de corte
age aumentando a CAT em soro, uma enzima responsavel por degradar os
radicais livres de hidrogénio e oxigénio, e por realizar a diminuicdo da
peroxidagdo lipidica através do menor teor de Malonaldeido (MDA) (DING;
YANG; YANG, 2017). Com a adicao do 6leo essencial de alecrim e a presenca
dos acidos carnosico e rosmarinico em sua composicao, os efeitos antioxidantes
podem ser potencializados, visto que parte do seu mecanismo de acao consiste
em inibir a peroxidacado lipidica na mitocéndria (LOUSSOUARN et al., 2017)
limitando assim producédo de espécies reativas ao oxigénio.

Em atividade antimicrobiana, o o6leo essencial de tomilho tem se
destacado pelo mecanismo de acdo exercido pelo timol, uma substancia
presente neste Oleo que atua na alteracdo da estrutura dos acidos graxos
presentes na bicamada fosfolipidica das bactérias, reduzindo sua integridade e
afetado a viabilidade (KWON et al., 2019; WANG et al., 2016). Este mecanismo
de acao pode ser inclusive complementado pela acdo da Quillaja saponaria, uma
planta que possui em suas cascas substancias com efeito detergente, do qual é
gerado um extrato vegetal com propriedades de se ligar e degradar moléculas
de colesterol presentes nha membrana celular, especialmente de protozoarios,
levando a morte dos microrganismos (CHAPMAN, 2014; FRANCIS et al., 2002).

De maneira geral ao se utilizar os 0leos essenciais e extratos vegetais,
suas propriedades consistem em estabilizar a microbiota intestinal e diminuir o
namero de metabdlitos toxicos, desta forma h&d uma reducdo dos danos
oxidativos e melhor aproveitamento dos nutrientes (LIU et al., 2014; ZHANG et

al., 2013). Desta forma, por trazerem tais beneficios sdo recomendadas suas
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combinacdes, podendo chegar até 14 fitogénicos, para que ocorra
potencializacdo dos efeitos sinérgicos (GUO et al., 2004).

Outra possibilidade envolve o uso de acidos organicos, substancias
naturais que sdo empregadas como conservantes para alimentos pereciveis,
devido a capacidade de controlar contaminacfes bacterianas (RICKE, 2003).
Estes compostos possuem caracteristicas levemente acidas e com estrutura
carboxilica (COOH), dos quais podem ser divididos em acidos de cadeia curta
de 1 a 4 carbonos, ou de cadeia média com 6 a 12 carbonos (PANDA et al.,
2016)

O mecanismo de acdo dos acidos ocorre através da penetracdo na
membrana plasmatica onde ocorre a dissociacdo da estrutura do acido organico
no interior da célula, que visa a liberacdo de ions H+ e por consequéncia uma
reducdo do pH, criando um ambiente estressante para as bactérias, levando-as
a uma disfuncdo metabdlica e diminuicdo de sua replicacdo (HAQ et al., 2017b)

Para que haja o efeito desejado é necessaria a dissociacdo do acido, da
qual ndo vai depender apenas do pH do segmento intestinal, que pode variar
entre 6,0 no duodeno a 7,5 no ileo (GAUTHIER, 2002), mas também do
constante de dissociacdo pKa. Diante desse mecanismo de acdo, torna-se
importante utilizar diferentes acidos para que ocorra a dissociagcdo em varios
segmentos intestinais e possa influenciar a microbiota intestinal afetando
principalmente as bactérias cujo crescimento depende de condigcbes mais
alcalinas para se desenvolver (LAJPAT RAI; SHEORAN; TEWATIA, 2017).

Perante um cenario de producéo animal que busca alternativas, o objetivo
com este trabalho foi avaliar o uso de produtos fitogénicos a base de 6leos
essenciais, acidos organicos e extrato vegetal como aditivos na producédo de
frangos de corte e seus efeitos sobre o desempenho, histologia intestinal e

qualidade da carne.

3.2 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual de Santa Catarina, sob o protocolo de numero CEUA
9719170920.
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3.2.1 Produtos utilizados

Para realizacdo deste experimento foram utilizados dois produtos
comerciais diferentes. O primeiro consiste em um blend a base de 6leo essencial
de alecrim (15 g/kg), 6leo essencial de tomilho (15 g/kg), 6leo essencial de anis
(50 g/kg), extrato de Quillaja saponéria (200 g/kg)

E o segundo uma mistura em pé contendo acidos butirico (135 g/kg),

propidnico (58 g/kg), caprico (18 g/kg) e caprilico (18 g/kg).
3.2.2 Animais, instala¢gfes e alimentacao

Este estudo foi realizado no aviario experimental para frangos de corte da
Fazenda Experimental da Universidade Estadual de Santa Catarina, localizada
no municipio de Guatambu, SC, Brasil. Um total de 420 pintainhos machos de
um dia de vida (Ross 308) foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos de 7 repeticdes com 15 aves cada. O alojamento
foi em um galpéo de pressao negativa, em boxes de 2,0 m2, com racéo fornecida
de maneira ad libitum através de comedouros tubulares e bebedouros tipo nipple.
O programa de luz utilizado foi baseado nas orientagdes do manual da linhagem.

Os tratamentos foram divididos da seguinte forma: CN — controle negativo,
racado basal sem nenhum aditivo; PCA — promotor de crescimento antibidtico,
racdo basal com a adicdo de enramicina (10g/ton); OEE, 6leos essenciais e
extrato, racao basal com adicdo de 200g/ton do blend de 6leos e extrato; AO —
acidos organicos, racdo basal com a adi¢cdo de 750g/ton do produto a base de
acidos organicos.

A racédo basal farelada utilizada foi formulada para frangos de corte de alto
desempenho com base em milho e farelo de soja (Tabela 4), conforme
composicao e exigéncias nutricionais estabelecidas pelas Tabelas Brasileiras
para Aves e Suinos (ROSTAGNO et al., 2011). A mistura dos ingredientes foi em

um misturador horizontal com capacidade para 150 kg.

Tabela 4 — Composicdo percentual e nutricional das dietas utilizadas nas
diferentes fases de criacao.

Ingredients (mg/kg) Age (days)
1-21 22-35 36-45
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Corn 7,88% CP 587.87 616.44 657.11
Soybean meal 46% CP 344.33 309.93 272.79
Soy oll 29.03 38.42 38.02
Bicalcium phosphate 16.15 13.93 11.75
Calcitic limestone 08.64 07.91 07.09
lodized salt 04.82 04.57 04.44
DL-Methionine — 99% 03.25 03.04 0281
L-lysine — 78% 02.94 02.89 03.10
L-threomine — 99% 00.97 00.86 00.88
Basemix of vitamins and minerals?! 02.00 02.00 02.00
Calculated chemical composition 100 100 100
Energy (kcal/kg) 3050 3150 3200
Crude protein (%) 21.20 19.80 18.40
Calcium (%) 0.84 0.76 0.66
Phosphorus (%) 0.40 0.35 0.31
Digestible lysine (%) 1.22 1.13 1.06
Digestible methionine (%) 0.47 0.45 0.42
Digestible methionine + cysteine (%) 0.88 0.83 0.77
Digestible threonine (%) 0.79 0.73 0.69
Digestible tryptophan (%) 0.21 0.20 0.19
Sodium (%) 0.21 0.20 0.19

1 Minimal vitamin and mineral levels per kg of product: vitamin A (5.000.000 Ul); vitamin D3
(1.000.000 IU); vitamin E (15.000 UI); vitamin K3 (1.500 mg); vitamin B1 (1.500 mg); vitamin B2
(3.000 mg); vitamin B6 (2.000 mgq); vitamin B12 (7.000 mcg); folic acid (500 mg); nicotinic acid
(15 g); pantothenic acid (7000 mcg); choline (80 g); biotin (100 mg); Copper (10 g); iron (50 g);
iodine (1.000 mg); manganese (80 g); selenium (300 mg); zinc (70 g); minimum humidity (20 g);
maximum mineral matter (980 g). Growth promoter (Enramycin, 10 mg/ kg of feed); coccidiostatic
agent (salinomycin, 64 mg/kg of feed).

3.2.3 Variaveis de desempenho

O ganho de peso dos frangos e o respectivo consumo foram avaliados
nos dias 1, 21, 35 e 42. A ingestéo alimentar (kg/animal/dia) foi calculada a partir
da diferenca entre o fornecimento inicial de racéo e as sobras obtidas no fim das

pesagens. Com estes dados foi possivel calcular o ganho de peso (GP) através
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da formula (peso inicial — peso final) / nUmero de animais); e a conversao
alimentar (CA) dividindo a quantidade de racdo consumida pelo peso vivo dos
animais. A viabilidade (VIAB) foi determinada através da diferenca do niamero

inicial e final de aves em cada periodo, expresso em porcentagem (%b).
3.2.4 Variaveis fisico-quimicas da carne

Apos 42 dias de experimento, foram selecionadas duas aves por unidade
experimental (n=10 por tratamento) para realizar as analises de carne. Os
animais permaneceram em um jejum de oito horas para realizagéo do abate, do
qual foi utilizado o método de deslocamento cervical aprovado pelas diretrizes
de bem-estar animal (BRASIL, 2013). Houve a sangria dos animais e
escaldagem (52-54°C) para que ocorra a retirada das penas em maquina
plucker. Cabeca, pernas, pescoco e visceras foram retirados manualmente. Ao
fazer a evisceracao foram recolhidas amostras de intestino (jejuno) e mantidos
em frascos com solucédo de formaldeido a 10%. Na realizac&o dos cortes, foram
reservados os musculos do peito (Pectoralis major) para as analises fisico-
quimicas.

O musculo do peito passou por uma refrigeracdo de cinco horas, e apos
este periodo foram feitas as seguintes analises: potencial hidrogeniénico (pH),
coloracdo da carne, capacidade de retencdo de agua (CRA), perda de agua por
coccéao e determinacgéo da forga de cisalhamento (FC).

A andlise de pH foi realizada por meio de um eletrodo de imerséo da
marca Testo 205® que foi inserido na porcédo cranial do musculo Pectoralis
major, determinado o pH final da carne.

A avaliacdo de coloracdo foi realizada na parte interna do musculo
Pectoralis major através do aparelho Minolta Chroma Meter modelo CR-400,
obtendo os parametros de L* para luminosidade, a* coordenada vermelho/ verde
(+a indica vermelho e —a indica verde), b* coordenada amarelo / azul (+b indica
amarelo e —b indica azul).

Para obter a capacidade de retencéo de agua (%) foi tomada uma amostra
de 2 g (x 0,15) de carne do musculo do peito. Essas amostras foram colocadas
entre dois papéis de filtro e placas de acrilico, onde receberam uma pressao

exercida por um peso de 10,0 kg durante cinco minutos. Apos este periodo foram
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novamente pesadas determinando a capacidade de retencdo de agua, conforme
descrito por Hamm (1961).

A perda de agua por cozimento seguiu a metodologia proposta por
Honikiel (1998), no qual as amostras da carne do peito foram embaladas em
sacos plasticos com peso inicial identificado, levadas a banho-maria durante 30
minutos em temperatura de 85 °C. Ao fim deste periodo estas amostras foram
retiradas dos sacos plasticos para resfriamento e eliminacédo da agua, pesadas
novamente para comparacgao, determinando assim em porcentagem as perdas
durante o cozimento.

Para medir a forca de cisalhamento foram utilizadas as mesmas amostras
que passaram pela perda por cozimento, das quais estavam reduzidas em
tamanho com medidas conhecidas e estavam acomodadas com as fibras
musculares orientadas no sentindo perpendicular a lamina WarnerBratzler que
foi acoplada ao aparelho Texture Analyser TA-XT2i, o qual determinou a medida
da forca de cisalhamento, expressa em kgf/cm2 conforme Lyon, Lyon e Dickens
(1998).

3.2.5 Peroxidacéo da carne (TBARS)

A peroxidacdo lipidica da carne foi definida através de um método indireto
por extracdo aquosa descrito por Pikul, Leszczynski e Kummerow (1989) que
mede os danos causados pelo stress oxidativo pela analise de substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS). Para observacdo dos resultados foi
utilizado um espectrofotometro a 532 nm, o composto tetrametoxipropano (TMP)
foi definido como o padrdo de TBARS e os resultados foram expressos em Nmol

TMP/g de amostra.
3.2.6 Histomorfolgia intestinal

Apés o abate das aves, foram selecionadas amostras de jejuno
padronizadas em cortes de 3 cm, acondicionadas em frascos contendo 10% de
formaldeido que, ao estarem fixadas, passaram pelo processo de desidratacao,
clarificacéo, inclusdo de parafina e cortes deste tecido por meio de um micrétomo
com espessura de 10-um. As sec¢0Oes histolégicas receberam a coloracéo eosina

e hematoxilina. As medicdes de altura e profundidade das criptas intestinais
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foram realizadas através de um microscopio NIKON Ci-L equipado de uma
camera NIKON DS-Fi3 de 5,9 MPix e software NIS ELEMENTS, do qual permite
as medicdes das imagens histoldgicas. A altura das vilosidades e a profundidade
das criptas foram determinadas de acordo com (CARUSO; DEMONTE, 2005).

3.2.7 Anédlise estatistica

Este experimento foi submetido a um delineamento inteiramente
casualizado e suas variaveis passaram pelo teste de normalidade (Shapiro-
Wilk), de modo que os dados que ndo possuiam distribuicdo normal foram
transformados em logaritmo. Posteriormente, foi realizado analise de variancia e
o teste de Tukey, em que foram consideradas diferencas significativas entre os

tratamentos quando P<0,05.

3.3 RESULTADOS

Houve efeito (P<0,05) dos tratamentos sobre o desempenho das aves em
todas as fases de criacdo avaliadas (Tabela 5). No periodo de 1-21 dias, o GP
foi maior (P<0,011) para aves alimentadas com o promotor Enramicina (PCA)
em comparacao ao controle negativo (CN), os demais tratamentos nao diferiram
entre si. Durante o periodo de 1-35 dias, as aves dos grupos PCA, OEE e AO
tiveram resultados similares em GP (P<0,0001), enquanto CN foi
significativamente menor que todos 0s outros tratamentos. A conversao
alimentar foi pior (P<0,004) nos frangos que nao receberam nenhum promotor
de crescimento (PCA). Na fase de 1-42 dias, o GP foi superior (P <0,011) para
PCA, OEE e AO em comparacdo ao controle negativo. Houve tendéncia de
efeitos (P<0,064) para a variavel de conversao alimentar neste periodo, de forma
que os tratamentos com suplementacdo apresentaram valores menores que 0

sem nenhuma suplementacao.

Tabela 5 - Médias obtidas para consumo de racao (CR), ganho de peso (GP),
conversdo alimentar (CA) e viabilidade das aves submetidas aos diferentes
tratamentos nos periodos de 1 a 21,1 a 35 e 1 a 42 dias de vida.
CR, kg/fase GP, kg/fase CA Viabilidade, %.
Variaveis 1-21 dias
PCA 1,30 0,89 A 1,46 100
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CN 1,28 0,82 B 1,52 100
OEE 1,28 0,86 AB 1,49 100
AO 1,29 0,88 AB 1,47 100
P 0,804 0,011 0,802 0,434
CV (%) 4,94 2,99 4,75 1,03
1-35 dias
PCA 3,79 2,42 A 1,56 B 100
CN 3,72 2,24B 1,66 A 100
OEE 3,79 2,40 A 1,58 B 100
AO 3,77 2,41 A 1,56 B 100
P 0,272 <0,0001 0,004 0,605
CV (%) 3,44 2,63 3,89 1,33
1-42 dias
PCA 5,35 3,21 A 1,67 99,04
CN 5,25 3,06 B 1,72 97,14
OEE 5,35 3,24 A 1,65 98,09
AO 5,37 3,24 A 1,66 99,04
P 0,187 0,011 0,064 0,650
CV (%) 3,40 2,76 2,52 3,27

A,B — Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey
(5%). CV = Coeficiente de variagao.

PCA = Promotor de Crescimento Antibitico; CN = Controle negativo; OEE = Oleos essenciais
e extratos; AO = Acidos organicos.

As aves submetidas aos tratamentos propostos apresentaram diferencas
(P<0,05) nos exames histolégicos de avaliacdo intestinal (Tabela 6). A
suplementacdo de acidos organicos resultou em frangos com maior
comprimento de vilosidades (P<0,011), enquanto as aves do grupo Oleos
essenciais e extratos demonstraram o menor desenvolvimento em comparagao
ao grupo AO (Tabela 3). A profundidade de criptas foi maior para o grupo PCA
(P <0,001), seguido por CN e OEE, o tratamento com AO nao se diferenciou de

PCA e CN. Arelacéo vilo/cripta foi maior no grupo OEE em comparacdo ao PCA.

Tabela 6 - Médias obtidas para comprimento de vilosidades, profundidade de
cripta e relacéo vilo/cripta das amostras de jejuno das aves submetidas aos
diferentes tratamentos e abatidas aos 42 dias de vida.

Vilos (um) Cripta (um) Vil./Cripta
PCA 1608 AB 243 A 6,73 B
CN 1535 AB 206 B 7,54 AB
OEE 1395 B 159 C 8,62 A

AO 1650 A 219 AB 7,54 AB
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P 0,011 <0,001 <0,001
CV (%) 11,03 11,38 14,04

A, B, C — Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (5%). CV = coeficiente de variacéo.

PCA = Promotor de Crescimento Antibiético; CN = Controle negativo; OEE = Oleos essenciais
e extratos; AO = Acidos organicos.

Entre as variaveis relacionadas a carne apenas a capacidade de retencao
de 4gua, forca de cisalhamento, luminosidade e o TBARS foram influenciados
(P<0,05) pelos tratamentos (Tabela 7) as demais variaveis ndo forma
influenciadas (P>0,05), com menor capacidade de retencdo de agua para o
tratamento com acidos organicos. A forca de cisalhamento e L apresentaram
resultado similares com o tratamento com maior forca de cisalhamento e maior
L comparativamente aos OEE (P<0,05) com os demais tratamentos n&o diferindo
(P>0,05). Os valores de TBARS foram maiores no tratamento AO

comparativamente ao PCA (P<0,05) com os demais tratamentos néo diferindo

Tabela 7 - Valores médios obtidos para pH, capacidade de retencdo de agua
(CRA), luminosidade (L), intensidade de vermelho (a), intensidade de amarelo (b),
perdas de peso por coccédo (PPC), forca de cisalhamento (FC) e substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS, mg/TMP/kg amostra) das carnes das
aves.

pH CRA PPC FC L a* b* TBARS
PCA 5,82 72,81A 1544 193AB 5489AB 121 9,42 1,30B
CN 5,84 71,88A 1692 195AB 5588AB 168 8,10 1,73AB
OEE 5,91 7253 A 17,16 1,69B 52,18 B 163 9,13 1,89AB
AO 5,80 66,24B 17,07 2,20 A 56,53 A 165 920 233A
P 0,295 0,014 0,995 0,027 0,009 0,256 0,71 0,022
CV (%) 1,49 3,87 31,81 17,91 4,37 51,95 17,7 27,03

A, B — Letras diferentes nha mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (5%).
CV = coeficiente de variagéo.

PCA = Promotor de Crescimento Antibiético; CN = Controle negativo; OEE = Oleos essenciais e
extratos; AO = Acidos organicos

3.4 DISCUSSAO

A busca de alternativas ao uso de promotores de crescimento baseados
em antibidticos tem sido algo crescente na producéo animal, dado os problemas
em saude publica que podem ser gerados devido a resisténcia de
microrganismos. No presente estudo a suplementacdo com OEE e AO
apresentaram resultados semelhantes para ganho de peso nas fases de 1-35 e
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1-42 dias ao promotor antibiético, mas na fase inicial ndo houveram diferencas
das alternativas propostas entre o CN e PCA, isto pode estar relacionado
desenvolvimento inicial das aves, pois precisam dispor de parte da proteina e
outros nutrientes ingeridos para os desafios imunes que a ave enfrenta em uma
cama de aviario, onde o promotor antibiético tem uma resposta mais assertiva
contra os microrganismos patogénicos. Apesar disso, quando as aves alcancam
maior desenvolvimento, podemos perceber que ocorre semelhanca nos
resultados dos produtos teste com o PCA, porém por mecanismos diferentes. As
aves suplementadas por OEE foram provavelmente estimuladas pelos 6leos
essenciais a secretar um maior nimero de enzimas pancreaticas e intestinais
como a amilase, maltase e tripsina (JANG et al., 2004; LIU et al., 2017; SU et al.,
2021), isto porque durante a fase inicial, considerada de maior desafio
imunoldgico, onde as aves estdo mais sujeitas a bactérias oportunistas, a acdo
antibacteriana dos 6leos néo parece ter surtido o efeito esperado, mesmo em
conjunto com o extrato de Quillaja saponaria que também reproduz acéo
antibacteriana e anticoccidiano (HASSAN et al., 2010; SEWLIKAR; D’'SOUZA,
2017), sendo a hipotese das enzimas sustentadas pelos resultados no ganho de
peso e conversao alimentar de 35 e 42 dias, onde o desafio imunolégico € menor.
Os acidos organicos (butirico, propidnico, caprico, caprilico) por sua vez fizeram
a acidificacdo do ambiente intestinal, pois com diferentes pKa poderiam agir em
porcbes maiores do intestino, afetando principalmente as bactérias cujo
crescimento depende de condicdes mais alcalinas para se desenvolver (LAJPAT
RAI; SHEORAN; TEWATIA, 2017), isto permite uma diminuicdo da carga
microbiana deste 6rgao e consequentemente menor competicdo de nutrientes e
menor reacgdo inflamatoria, além disso os AO possibilitam aumento de enzimas
pancreaticas (AO et al.,, 2009; DAI et al., 2021) melhorando assim a
digestibilidade da racdo. Os efeitos no desempenho das aves suplementadas
com AO parecem ser mais assertivos em aves que estdo sendo desafiadas em
comparacao com tratamento OEE, visto que no periodo de 1-21 dias houve uma
tendéncia muito proxima de similaridade com os resultados do PCA.

O aumento de vilosidades nas aves referente ao tratamento AO permite
deduzir que houve reducéo do processo inflamatério ocasionado por bactérias

oportunistas, assim como uma menor taxa de renovacao, sendo uma hipotese ja
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suportada por outros estudos (DAI et al., 2021; KIM; KIM; KIL, 2015; PAUL et al.,
2007) da qual permite melhor absorcdo dos nutrientes. Mas apenas a reducao
do numero de bactérias ndo garante um aumento de vilosidade, conforme
observado no tratamento suplementado por PCA, do qual n&o diferiu
estatisticamente do controle negativo e AO, entdo sugere-se que houve também
uma influéncia na producdo de MUC2 das aves assim como descrito em outros
trabalhos que fizeram ouso de &cidos organicos (PHAM et al., 2020;
STEFANELLO et al., 2020), este € um gene que ao ser expresso passa a
produzir uma maior quantidade de mucina no intestino (JIANG; APPLEGATE;
LOSSIE, 2013), fortificando a resposta imune inata dos animais e refletindo na
profundidade de cripta. As aves que receberam OEE em sua dieta tiveram
vilosidades menores em comparagdo aos demais tratamentos, apesar deste
resultado ser uma divergéncia com de outros estudos (DING et al., 2020b; YANG
et al., 2019), isto ndo afetou o desempenho das aves, porém acredita-se que 0
namero e a quantidade de o6leos essenciais possam ter irritado a mucosa
intestinal (ABD EL-HACK et al., 2022; GOPI et al.,, 2013) e gerado uma
inflamagé&o, da qual pode inclusive influenciar nos resultados sobre a atividade
antioxidante promovida por estes 6leos. A menor profundidade de cripta vista no
tratamento também néo influenciou o desempenho, visto que os tamanhos estéao
proporcionais na relacdo cripto/villo, e que ndo houve prejuizo na producéo de
enzimas e outros componentes (JANG et al., 2004; LIU et al., 2017; SU et al.,
2021). Os animais suplementados com PCA expressaram vilosidades com uma
tendéncia muito proxima ao grupo AO, o que evidéncia que o antibiético
proporciona um ambiente propicio a este crescimento, porém com uma grande
profundidade de cripta, algo ndo observado em outros estudos (GAO et al., 2021;
YANG et al., 2019).

Sobre os resultados de andlise de carne, sdo consideradas diferencas
significativas para capacidade de retencdo de agua, for¢ca de cisalhamento e o
nivel de TBARS. A capacidade de retencdo de agua no musculo de peito foi
menor nos animais suplementados com acidos organicos e isso pode estar
relacionado ao estado de hidratagdo fisioldgica, visto que diversos estudos
(MENCONI et al., 2014; NAVA et al., 2007; WOLFENDEN et al., 2007b)

descrevem um aumento do consumo de agua ao utilizar tais produtos,
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levantando a hipotese de que parte deste liquido n&o é liberado diretamente nas
excretas das aves, mas sim no gotejamento da carne. Essa menor retencao de
agua parece estar associada a maior forca exercida para realizar o corte, pois
ndo ha diferenca de pH nos tratamentos que justifiquem comprometimento das
fibras musculares (GARCIA et al., 2011), efeito esse que caracteriza a maciez
da carne. Ja para o tratamento envolvendo os 6leos essenciais, que apresentou
menor forca para corte comparado aos outros grupos, ndo foram obtidas
respostas condizentes, sendo este um achado nédo explicado também por outros
autores (HERNANDEZ-CORONADO et al., 2019; PARK et al., 2014). A menor
luminosidade observada na analise de carne do grupo suplementado com 6leos
essenciais parece ndo ser um efeito tipico, visto que para haver este
escurecimento seria necessario aumento de pH da carne ou a fixacao de
pigmentos em tecido adiposos (BAEZA; GUILLIER; PETRACCI, 2021), porém
nao sdo citados em literatura mecanismos que possam influenciar este tipo de
efeito em Oleos essenciais.

O nivel de TBARS determina os danos causados por estresse oxidativo
através da peroxidacao lipidica. Os animais que foram submetidos ao PCA
apresentaram menores indices de estresse oxidativo devido aos antibidticos
promoverem menor desafio imunoldgico a nivel intestinal (FASCINA et al., 2017),
0 que por consequéncia diminui também a quantidade de reacdes inflamatérias.
Os resultados do grupo OEE foram similares ao CN, apesar de pesquisas
demonstrarem que 6leos essenciais estimulam a atividade da enzima superoxido
desmutase (SOD), da qual impede a formacédo de espécies reativas ao oxigénio
(ABD EL-HACK et al.,, 2021; HASHEMIPOUR et al., 2013), ndo houve
diferenciacdo do CN. Acredita-se que a quantidade tenha sido insuficiente para
alcancar o efeito desejado, mesmo com a adi¢cdo do extrato de Quillaja saponéria
gue em teoria poderia contribuir para o desempenho da fung¢do antioxidante
através da acédo dos flavonoides presentes em sua composicado (FELLENBERG
et al., 2011), porém existem poucos relatos sobre uma quantidade ideal. O maior
indice de TBARS presente nas aves suplementadas com AO refere-se a baixa
atividade antioxidante presente nestes compostos, pesquisas recentes
(ABUDABOS et al., 2017; MA et al., 2021) demonstram a necessidade de doses
acima de 3.000 mg/kg para observacdo destes efeitos, porém com ressalvas
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devido a alta liberagéo de ions H* e a possibilidade de efeitos contrarios. Desta
forma, apesar dos acidos organicos oferecerem um ambiente menos favoravel
para bactérias com preferéncia a pH mais alcalino, isto parece nao limitar outras
reagdes inflamatorias, assim como também n&o dispde de um mecanismo de

estimulo de propriedades antioxidantes como os OEE.

3.5 CONCLUSAO

A utilizacdo dos acidos organicos e Oleos essenciais associados a
extratos apresentaram resultados satisfatorios na converséo alimentar e ganho
de peso das aves nas fases finais e intermediarias de criacdo, podendo substituir
o promotor de crescimento baseado em antibiético deste estudo. Na analise de
carne, os niveis de TBARS foram maiores para os AO e OEE, demonstrando um
efeito ndo desejado aos produtos. Houve influéncia dos tratamentos propostos
no tamanho de vilosidades e criptas intestinais, dos quais podem ter influenciado

positivamente dos absorcéo de nutrientes.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Conforme observado neste trabalho, os acidos orgéanicos e Oleos
essenciais podem substituir os promotores baseados em antibioticos de maneira
satisfatoria nas analises de desempenho animal, bem como na histologia animal.
Apesar de que 0s mecanismos que promovem essa melhora ndo sdo bem
definidos dentro da literatura, visto que a maior parte associa funcdes
antibacterianas nos 6leos essenciais, mas ao serem realizados experimentos
este efeito ndo se reflete tdo bem no desempenho inicial dos animais.

Ao avaliar o desempenho dos tratamentos propostos em TBARS,
percebemos que sdo gerados efeitos indesejaveis. Existem poucos trabalhos
que fazem a associacdo de acidos organicos a propriedades antioxidantes,
porém os 6leos essenciais possuem estes efeitos bem descritos, porém acredita-
se gue a mistura de varios 6leos possa inviabilizar esta funcéo, ou entdo que sao
necessarias quantidades maiores para realizar este efeito.

Em experimentos futuros, considera-se incluir as analises de pH intestinal,
swab de cloaca para uma contagem microbioldgica e leucograma das aves. A
analise envolvendo o pH intestinal seriam um argumento para demonstrar se 0s
acidos organicos influenciaram o pH dos segmentos intestinais através da sua
dissociacao, bem como se houve influéncia na contagem bacteriana, oferecendo
uma melhor fundamentacdo a respeito da interacao entre bactérias e nivel de
pH. Por fim, o leucograma iria apontar se houve algum desafio imunoldgico nas
fases de criagdo e se os tratamentos tiveram influéncia sobre a contagem de

células de defesa.
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We certify that the propasal "Availability of commercial alternative products to antibiotics and their combinations on the
performance and broiler meat guality. . utilizing 525 Birds (525 males), protocol number CEUA 3719170920 o oo1zzy, under the
responsibilicy of Marcel Manente Boiago - which involves the production, maintenance andfor uze of animals belonging to the
phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - 12 in accorgance
with Law 11.794 of October B, 2008, Decree 6893 of July 13, 2009, as well as with the rules issuwed by the National Coundil for
Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committe on Anirmal Use of the University of Santa
Catarinag State (CEUA/IDESC) in the meeting of 09/25/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Comercial)
Vigéncia da Proposta: de 09/2020 & 11/2020 Area: Zoobecnia
Origam: Armimais provenentes de estabelecimantos comerciais

Ecpécie:  Awes cexn: Machos idade:  1a42 dias N: 325
Linhagerm: Cobb ou Rogs Peso: 40240009

Local do experimento: Avidrio experimental para frangos de corte da FECED (Fazenda Experimental da UDESC Deske).

Lages, 01 ce dezembro de 2021

f«uj_ium

José Cristani Pedro Volkmer de Castilhas
Coordenador da Comigsao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comigsio de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Cataring Universidace do Estado de Santa Catarina
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