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ARISTIDES, L. G. A. Inibicdo do desenvolvimento de carnes PSE (Pale, Soft, Exudative)
e de Salmonella spp em frangos de corte pelo uso de probiéticos, prebi6ticos e
simbiodticos. 2010. 89 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina Pr.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da racdo para frangos contendo probidtico,
prebiético e simbidtico sobre o indice zootécnico e o desenvolvimento das carnes PSE e a
influéncia destes produtos na incidéncia de salmonelas em frangos. Um total de 1.500
frangos Cobb foram distribuidos inteiramente ao acaso em 5 tratamentos, com 6 repeti¢cdes
e cada repeticdo constituida de 50 aves: 1) Tratamento Probiético contendo Bacillus subtilis,
(30g/ton); 2) Prebidtico contendo mananoligossacarideo, (2kg/ton), Simbidtico contendo
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium
bifidum, mananoligossacarideo e frutoligossacarideo ( 3kg/ton na fase inicial, 2kg/ton na
fase de crescimento, e 1kg/ton na fase de acabamento; 3) Promotor de crescimento,
Avilamicina (10ppm) e finalmente tratamento controle, constituido de ragdo basica sem
adicdo de aditivos. Foram avaliados os parametros zootécnicos: pesos das aves de 1- 21
dias e 1-42 dias, ganho de peso diario (GPD), conversao alimentar (CA), consumo de ragao
(CR), vabilidade (V), indice de eficiéncia produtiva (IEP) e rendimento de carcacas e cortes
(RCC). Amostras foram coletadas para determinacao de carnes PSE. Para isso foram feitas
as seguintes analises: pH, cor (L*,a*,b*), capacidade de retencédo de agua (CRA), perda por
cozimento, oxidacao lipidica e textura. Todas as medidas foram realizadas 24 horas post
mortem, exceto oxidacao lipidica que foi realizada aos 90 dias apos abate. Carnes PSE
foram assim classificadas medindo o valor L* 2 53 e pH < 5,9, normais entre L* 44 <L*<53,
e a-DFD pH>5,9 e L* < 44. Os resultados zootécnicos e qualidade de carne foram
submetidos ao teste de Tukey a 5% de significancia para comparagdo de médias. Um
meétodo foi desenvolvido durante o transcorrer dos trabalhos e denominado multiplex-
polymerase chain reaction m-PCR com a finalidade de se detectar Salmonella spp e
também Salmonella Enteritidis e assim avaliar a eficiéncia dos biéticos no controle dessas
bactérias. Os resultados indicaram que os valores de GPD, CR, e V, IEP e RCC néao foram
significativos (p<0,05) enquanto que para a qualidade da carne houve uma significante
inibicdo da formagado das carnes PSE. O grupo controle apresentou-se com 83% de PSE,
avilamicina com 33%, prebidtico com 33%, simbidtico com 50%, e finalmente, o grupo
probidtico com 25,0% de carnes PSE. A oxidacao lipidica medida como TBARS e a textura
avaliada pelo Texturometro TA-XT2i, foram menores e mais amaciadas respectivamente,
em amostras das aves tratadas com os bidticos (p<0,05). Estes produtos atuaram
preventivamente na formagao de carnes PSE e também na ocorréncia de Salmonellas spp
em aves. Nao foi detectada a sua presenca no primeiro dia de alojamento. No entanto, ao
décimo dia houve uma contaminagdo das aves através do ambiente (média de 44% das
amostras positivas para Salmonella spp). No vigésimo dia, foi observado que os tratamentos
com probidticos e simbiodticos atuaram de forma similar ao tratamento contendo avilamicina
no controle deste patégeno, e apenas 16% das amostras de fezes coletadas apresentavam
positividade para Salmonella spp, conferindo aos 2 aditivos organicos, o mesmo feito
quando tratado apenas com avilamicina. Finalmente, os resultados mostraram que os
biéticos na dieta podem ser indicados para substituir os promotores de crescimento devido a
sua similaridade de resultados em relagao aos indices zootécnicos, na prevengao parcial da
formagdo das carnes PSE e principalmente na protecdo dos frangos a Salmonella
Enteritidis.

Palavra — Chave: Prebiotico. Probidtico. Simbidtico. PSE. Salmonella.



ARISTIDES, L. G. A. Broiler chickens development inhibiton of PSE meat (Pale, Soft,
Exudative) and Salmonella spp by the use of probiotics, prebiotics and synbiotics.
2010. 89 p. Dissertation (Master degree in Food Science) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina Pr.

ABSTRACT

An experiment was carried out in order to evaluate the role of dietary probiotic, prebiotic
and synbiotic mixed with ration on broiler growth performance, inhibition of PSE meat
formation and resistance of the birds to the salmonela development. A total number of
1500 Cobb broilers were distributed according to a completely randomized experimental
design into five trials with 6 repetions and each comprising of 50 birds: trial 1 consisted of
probiotic containing Bacilus subtilis (30g/ton); trial 2 prebiotic (2kg/ton), mannan
oligossacharide; trial 3 synbiotic composed of Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus
acidophillus, Lactobacillus casei, Bifidobacterium bifidum, mannan oligosaccharide and
fructo oligosaccharide, (3kg/ton at phase 1, 2kg/ton at phase 2, and 1kg/ton at phase 3);
trial 4 growth promoter avilamicin (10 ppm); and finally trial 5 as control group without
addition of any of the experimental ingredients. The following parameters were
evaluated: Daily Weight Gain (DWG) 1-21 d and 1-42 d, Feed Intake (Fl), Ration
Consumption (RC), Productive Efficiency Index (PEI), Mortality Rate (MR) and Carcass
and Cut Yields (CCY). Breast fillets were collected for PSE and a-DFD meat evaluation.
Thus the following analyses were performed: pH, Color (L*,a*,b*), Water Holding
Capacity (WHC) measurement, Cook Loss, Lipid Oxidation and Texture. All
measurements were carried out in 24h pos mortem except for lipid oxidation analysis
which was performed in 90 days pos mortem samples. PSE meat was classified
according to the L* values of L* = 53, normal samples L* 44 =53, both lots at pH 5.9 and
a-DFD L* £ 44.0 and pH>5.9. The resuts of growth performance and meat qualities were
submitted to theTuckey test to 5.0% of significance for mean comparison. m-PCR
method was developed in order to detect Salmonella spp and Salmonella Enteritidis thus
evaluating the potential for the biotics to control salmonella development. The results
indicated that DBW, FI, MR, RC values were not significant whereas for the meat quality
there was a significant inhibition of PSE meat formation (p<0.05). The control group
presented the occurrence of 83.0%, Avilamicin group of 33.0%, Prebiotic group of
33.0%, Synbiotic group of 50.0%, and finally Probiotic 25.0% of PSE meat. Lipid
oxidation measured as thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and texture
evaluated with Texturometer TA-XT2i were significantly lower in samples from birds
treated with biotics for both measurements (p<0.05). Rations containing the biotics were
actives also to salmonella contamination inhibition. Its presence was not fount at 0 d in
none of treatments. However at 10th day a bacteria contamination was observed an
averaged of 44.0% of samples towards Salmonella spp. At 20th day, birds treated with
rations containing probiotics and synbiotics presented similar results as for avilamicina
and only 16% were contaminated. This data suggested that this bacteria contamination
occurred through the birds environment. Finally the results of this investigation pointed
out that the rations containing those biotics could be indicated as substitutes of the
growth promoters because of their benefitial effects in relation to the partial prevention of
the development of the PSE meat and particularly to the protection to the growth of
Salmonella Enteritidis.

Key —word: Prebiotic. Probiotic. Synbiotic. PSE. Salmonella.
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1 INTRODUGCAO

O Brasil ocupa uma posicao de destaque no mercado internacional,
mantendo-se desde 2004, como maior exportador mundial de carne de frango. Em
2008, a producao brasileira de carne de frango segue no terceiro lugar do ranking,
com 10,9 milhdes de toneladas, auferindo um crescimento de 6,12%, precedido pela
China, com 11,9 milhdes de toneladas, e Estados Unidos, em primeiro lugar com
seus 16,6 milhdes de toneladas, com crescimentos respectivos de 54 e 2,1%
(ABEF, 2008).

Em recentes anos, o Grupo de Pesquisa em Ciéncia e Tecnologia de
Carnes e Derivados da Universidade Estadual de Londrina, tem se dedicado na
pesquisa da manutengao da qualidade da carne de frangos. Foi, dessa maneira, o
primeiro grupo no Brasil a demonstrar a existéncia das carnes com PSE (OLIVO et
al., 2001; OLIVO; SHIMOKOMAKI, 2006) e a melhora na textura durante o
armazenamento dos filés de peito de frango (KRIESE et al., 2007). Enfase tem sido
dada na influéncia do manejo pré e pos-abate dessas aves no sentido de diminuir os
prejuizos decorrentes de um manejo inadequado, que tem como consequéncia as
alteracbes na qualidade da carne, principalmente com problemas decorrentes ao
PSE que incorrem em perdas em torno de 1,2% do peso vivo da ave e acometem
cerca de 30% da producdo brasileira, o que correspondem a perdas de
aproximadamente 33 milhdes de ddlares/ano em faturamento (GUARNIERI et al.,
2003; SIMOES et al., 2009N; LANGER et al., 2009).

Na elaboragdo do frango moderno houveram alteragées nas
exigéncias nutricionais dos animais, como consequéncia do melhoramento genético.
Neste sentido, nos ultimos anos, tém surgido diversos aditivos alimentares como
substitutos dos antibidticos promotores de crescimento e os mais recentes sdo os
prebioticos, probidticos e simbidticos, produtos originarios da biotecnologia. Sem
duvida, a utilizagdo desses modernos compostos esta se tornando primordial, pois
existe o potencial de se obter resultados semelhantes ao do uso de promotores de
crescimento a base de antibidticos.

A alta frequéncia de bactérias patogénicas para animais e a
resisténcia aos antimicrobianos, provocadas pelo uso dos promotores de

crescimento bem como o aumento de bactérias patogénicas para humanos,
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presentes em produtos de origem animal, levaram a questionar o uso indiscriminado
desses ingredientes em ragdes animais, dando sustentagdo as recomendacdes do
Comité Swann, na Gra Bretanha, em 1969 (SWANN COMMITEE, 1969) e
culminando com a proibigcdo do seu uso em animais pela Unidao Européia a partir de
2006 (COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003). Torna-se dificil imaginar a
producao animal, nos niveis atuais de tecnificagao e produtividade, sem o auxilio de
aditivos alimentares na prevencao de doencas ou como promotores de crescimento.
E dessa forma, o uso dos bidticos aparece como alternativa a utilizacdo do
quimioterapico (REVINGTON, 2002; PATTERSON; BURKHOLDER, 2003).

Prebidtico, probidtico e simbidtico sdo termos utilizados em aditivos
alimentares, no qual a sua adi¢gdo a ragao animal como promotor de crescimento
favorece a saude do animal. Esse efeito € direcionado as diferentes regides do trato
gastrointestinal do animal, intestinos delgado e grosso, onde o consumo de
prebidticos e probidticos selecionados corretamente aumenta os seus efeitos
benéficos. Muito tem se questionado sobre o uso desses aditivos organicos em
relacdo a qualidade da carne. Para alguns autores, tem sido vantajosa a
administracao destes produtos no intuito de melhorar a qualidade da carcaca e da
carne (BURKETT, 1977; JENSEN, 1992; MARUTA, 1993; SANTOS, 2002).

Portanto, este estudo visa avaliar os resultados referentes a
possibilidade da melhora dos indices zootécnicos e de qualidade da carne de frango,
principalmente no que tange ao controle da incidéncia do desenvolvimento de
carnes PSE e da resisténcia as bactérias patogénicas, Salmonella spp, quando
utilizados aditivos naturais como probidtico, prebidtico e simbidtico em detrimento a

utilizacado de quimioterapicos na dieta das aves.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito dos probidticos, prebidticos e simbidticos como
promotores de crescimento quando suplementados na ragdo de frango de corte

sobre o indice zootécnico, desenvolvimento do PSE e controle de Salmonella spp.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os seguintes parametros zootécnicos: ganho de peso diario,
consumo de racdo, conversao alimentar, viabilidade, indice de eficiéncia produtiva e
rendimento de carcaga e cortes dos frangos suplementados com probiotico,
prebidtico, simbidtico e avilamicina.

Verificar a inicidéncia de carnes PSE em filé de peito de frango
(Pectoralis Major), em frangos suplementados com probidtico, prebidtico, simbidtico
e avilamicina.

Avaliar a influéncia dos aditivos prebidtico, simbidtico e avilamicina

no controle de agentes patogénicos como: Salmonella spp.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EXIGENCIAS DO CONSUMIDOR

As exigéncias do mercado mundial incluem a busca por produtos
alternativos aos antibiéticos promotores de crescimento e nessa linha surgem novas
pesquisas, no sentido de atestar a eficiéncia destas novas tecnologias. Os produtos
que visam substituir os atuais promotores de crescimento tém como principal foco de
atuacao a fisiologia gastrintestinal, embora existam varios fatores coadjuvantes
contribuindo para o desempenho como um todo. Pesquisas tém demonstrado que
acidos organicos, enzimas, simbioticos, prebioticos, probidticos e aditivos fitogénicos
quando adicionados a ragao proporcionaram aos animais desempenho semelhante,
ou melhor, aos alcangados pelos promotores de crescimento convencionais. Nonboe
(1999) e Laval (1999) reportam que, na Europa, o uso de antibiéticos como aditivos
na alimentacdo animal foi proibido, a partir de 1999, com a justificativa de que ha
riscos de desenvolvimento de resisténcia entre os patégenos humanos. No Brasil, ha
interesse em se identificar novos ingredientes que possam substituir os antibiéticos,
sem perda no desempenho dos animais. E, ha uma tendéncia atual de maior
demanda pelos chamados produtos organicos, ou seja, carne de animais sem
aditivos que possuam acgao antimicrobiana. Alem disso, diversas organizagdes tém
se manifestado contra o uso quimioterapico como promotor de crescimento em
ragdes avicolas. Setores da imprensa, 6rgdo ligados a saude, organizagdes nao
governamentais (ONGs), entre outros, estdo sensibilizando a opinido publica,
principalmente em paises desenvolvidos, como 0s europeus, quanto aos possiveis
problemas da adicdo de antibiéticos nas ragdes, estimulando restricbes por parte do
mercado consumidor de carne e ovos. Assim, surge em muitos paises a
regulamentagdo dos aditivos alimentares, com indicagao e controle de dosagens e
produtos especificos (ALBINO et al., 2006). Dessa forma, o Brasil como outros
paises exportadores de carne de frango e suinos haverdo de buscar aditivos

alternativos ao uso de agentes antimicrobianos (RUTZ et al., 2001).
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3.2 ADITIVOS NA ALIMENTAGCAO ANIMAL

O aumento na demanda da producdo de frangos trouxe como
consequéncia a utilizagado de aditivos na nutricdo animal. De acordo com ROSSEN
(1996), Butolo (1998) e o FEED ADDITIVE COMPENDIUM (1998), aditivos sao
definidos como substancias adicionadas a racdo em pequenas quantidades, que
possuem funcéo pré nutricional, condicionadora ou profilatica, ndo sendo prejudicial
ao animal e nao deixando residuos nos produtos de consumo, desde que utilizados
sob determinadas normas. Nesse contexto, algumas outras prerrogativas também
devem ser preenchidas na classificacdo de aditivos como: melhorar o desempenho
zootécnico dos animais, terem eficiéncia em pequenas dosagens, n&o apresentar
resisténcia cruzada com outros aditivos, permitrem a manutengdo da flora
gastrintestinal normal, ndo serem téxicos aos animais e nem aos seres humanos nas
doses recomendadas, ndo serem mutagénicos ou carcinogénicos e ndo causarem

efeitos deletérios ao meio ambiente (LIMA, 1999).

3.3 PREBIOTICOS

Os prebidticos séo ingredientes alimentares que nao sao digeridos
na porgao proximal do trato gastrintestinal de animais monogastricos. Proporcionam
efeito benéfico ao hospedeiro por estimular seletivamente o crescimento e/ou a
atividade de um limitado numero de bactérias no célon capazes de proporcionar um
ambiente intestinal saudavel e melhorar a saude do hospedeiro (GIBSON;
ROBERFROID, 1995; DIONIZIO et al., 2002; JUNQUEIRA; DUARTE, 2005;
PELICIA et al., 2005).

Quando os prebidticos sdo adicionados a ragao, a especificidade de
sua fermentagcdo estimula o crescimento e a estabilidade das populacdes
microbianas produtoras de acidos organicos, em especial latico e acético, em
detrimento dos demais; estes compostos reduzem o pH do lumen intestinal e
juntamente com outras substancias antibacterianas e enzimas produzidas por esta

mesma microbiota inibem a proliferagdo dos microorganismos patogénicos sensiveis
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a ambientes acidos como Escherichia coli, Clostridium sp. e Salmonella spp
(RADECKI et al., 1991).

Os prebidticos auxiliam a atuagcdo dos probidticos fornecendo
nutrientes para que as bactérias benéficas se desenvolvam, melhorando assim, a
saude do animal, a fim de que este possa expressar todo o seu potencial genético
(ROSTAGNO et al., 2003).

Embora o termo prebiotico tenha sido adotado somente em 1995
(GIBSON; ROBERFROID, 1995) os estudos sobre estes componentes sdo bem
mais antigos. Na década de 1950, a descoberta de que o leite humano possui
compostos que atuam como inibidores da adesdo de bactérias patogénicas na
superficie epitelial, e que estes ingredientes potencializam o crescimento das
populacdes de bifidobactérias e lactobacillus, aliviando os sintomas de encefalopatia
hepatica em bebés (WALKER; DUFFY, 1998; ROY; GIBSON, 1999; NICOLI;
VIEIRA, 2000) incentivaram outras exploragdes sobre o efeito do consumo de
prebidticos e sua influencia sobre a microbiota intestinal benéfica (FARNWORTH et
al. 1992; MATHEW et al., 1993; SUNVOLD et al.,, 1995; MITSUOKA, 1996;
HOUDIJK et al., 1998; KULLEN et al.,, 1998; SHEEHY; MORRISSEY, 1998;
STRICKLING et al., 2000).

Para uma substancia ser classificada como prebidtico, ela ndo pode
ser hidrolisada ou absorvida na parte superior do trato gastrintestinal (DIONIZIO et
al., 2002; JUNQUEIRA; DUARTE, 2005).

Neste sentido, conforme Macari e Furlan (2005) carboidratos nao
digeriveis como oligossacarideos (FOS,GOS, MOS), alguns peptideos e lipideos n&o
digeriveis podem ser considerados como prebidticos. Maiorka et al. (2001)
comentam que carboidratos ndo digestiveis, como parede celular de plantas e
leveduras, sao classificados nesse grupo, pois sao constituidos por complexos de
glicomanonoproteinas, em particular de mananoligossacarideos, capazes de
ligarem-se a fimbria das bactérias e inibir a colonizagdo no TGI (Trato
Gastrointestinal). Podem também serem utilizados como nutrientes pelas bactérias.

FOS sao polimeros ricos em frutose, podendo ser naturais,
derivados de plantas (inulina) ou sintéticos, resultantes da polimerizagao da frutose
(GIBSON; ROBERFROID, 1995). GOS e MOS sao obtidos a partir da parede celular
de leveduras. A parede celular de leveduras consiste principalmente de proteinas e

carboidratos, a qual contém os dois principais agucares, glucose e manose, em



21

propor¢cdes semelhantes e N-acetilglucosamina. O MOS utilizado como aditivo de
racdes, consiste de fragmentos de parede celular de Saccharomyces cerevisae com
uma estrutura complexa de manose fosforilada, glucose e proteina (SPRING, 1996;
apud MACARI; FURLAN, 2005). De acordo com Silva e Nornberg, (2003) foi
constatado que, apesar de existirem varios compostos resistentes a digestdo por
acidos, sais e enzimas produzidos pelo organismo animal, mas potencialmente
fermentaveis (celulose, hemiceluloses, amido resistente, oligossacarideos,
compostos fendlicos, etc.)), nem todos agiam como estimuladores no
desenvolvimento dos microrganismos benéficos no TGl. O fato de ndo serem
digestiveis, mas fermentaveis, ndao significava que iriam atuar como prebidticos
(MACFARLANE; CUMMINGS, 1999). Neste contexto, os oligossacarideos nao
digestiveis tém sido preferencialmente usados como prebiodticos devido a sua maior
seletividade fermentativa (MOSENTHIN; BAUER, 2000). Dessa forma, as

caracteristicas gerais dos prebidticos segundo Silva (2000) seriam:

— Nao devem ser metabolizados ou absorvidos durante a sua passagem pelo
trato digestivo superior;

— Devem servir como substrato a uma ou mais bactérias intestinais benéficas
(estas serao estimuladas a crescer e/ou tornarem-se metabolicamente ativas);

— Possuir a capacidade de alterar a microbiota intestinal de maneira favoravel a
saude do hospedeiro;

— Devem induzir efeitos benéficos sistémicos ou na luz intestinal do hospedeiro.

A principal forma de acao dos prebidticos € sobre a modulagao
benéfica da microbiota nativa presente no hospedeiro. Os efeitos resultantes do uso
de prebidticos sdo evidenciados pelo crescimento das populacbes microbianas
benéficas, pela melhora nas condigdes luminais, aumentando seu valor osmatico
(IMMERSEEL et al., 2004), nas caracteristicas anatdmicas do trato gastrintestinal,
promovendo o aumento da superficie de absor¢cdo da mucosa intestinal, e no
sistema imune e, em alguns casos, pela melhora no desempenho animal (SILVA,;
NORNBERG, 2003).

Embora nao sejam conhecidos todos os efeitos dos oligossacarideos
suplementados as dietas e suas relagdes com a produtividade das aves, algumas

propostas foram apresentadas. Em sua revisdo sobre oligossacarideos, lji e Tivey
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(1998) mostraram que enquanto glucose e GOS foram igualmente assimilados por
espécies de Bifidobacterium, os GOS nao foram assimilados por espécies
patogénicas incluindo Clostridium e Salmonella. GOS poderia dessa forma,
favorecer a proliferagdo de espécies benéficas e ndo das patogénicas. Da mesma
forma, o FOS na dieta de frangos reduziu a colonizagao intestinal por Salmonella
typhimurium.

Passos e Park (2003) explicam que os FOS sdo conhecidos como
prebioticos, por promover o crescimento de probidticos, como Acidophillus, Bifidus e
Faecium, promovendo, estabilizando e aumentando a proliferagao dessas bactérias
benéficas no trato gastrintestinal do hospedeiro. A incorporagao de FOS na dieta ou
uma suplementacgao intensifica a viabilidade e adesédo dessas bactérias benéficas no
trato gastrintestinal, mudando a composi¢cdo de sua microbiota. Ao mesmo tempo,
bactérias patogénicas incluindo Escherichia coli, Clostridium perfringens e outras
tém sido inibidas (YAMASHITA et al., 1984; WANG; GIBSON, 1993; SPIEGEL et al.
1994, GIBSON; ROBERFROID, 1995; GIBSON et al., 1995; PASSOS; PARK, 2003).

Os MOS, conforme Menten (2001) parece ter caracteristicas
especificas que permitem impedir a colonizagao intestinal por patégenos. Muitos
desses patogenos utilizam fimbrias para adesdo a mucosa intestinal e esta adesao
ocorre em receptores constituidos de mananos. Os MOS adicionados a dieta podem
aderir as fimbrias bacterianas bloqueando a adesido das bactérias a superficie
intestinal.

Manose ou lactose em dietas de frangos tem sido estudada(s) por
reduzir a colonizagdo de Salmonella spp (ORYOFO et al., 1989a), mas dextrose,
maltose ou sacarose nao tiveram efeito no nivel de colonizagdo. Por meio de
estudos in vitro, infere-se que a manose pode inibir a colonizacido por Salmonella por
bloquear os locais de adesdao no intestino (ORYOFO et al.,, 1989b). Entretanto,
Mchan et al. (1989) citados por Dionizio et al. (2002) encontraram somente uma
pequena redugédo na adesdo da Salmonella spp com a manose.

O processo de aderéncia das bactérias ao enterdcito € feito,
segundo Macari e Maiorka (2000) através de polissacarideos - moléculas de
acgucares ramificados que se estendem da parede externa da bactéria formando uma
estrutura — glicocalix ou fimbria, que envolve a célula ou mesmo uma colénia de
bactérias. A aderéncia das bactérias mediadas pelo glicocalix é que determina a

localizacdo das mesmas nos diferentes ambientes, e € o maior determinante do
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inicio do processo de progressao das doengas bacterianas.

Pelicia (2004) observando que os enterdcitos no intestino delgado
também apresentam seu glicocalix, a colonizagdo por bactérias nos diferentes
segmentos parece estar na dependéncia da aderéncia do glicocalix de ambos
bactéria e enterdcito. Este mecanismo parece ser aquele que regula todo o processo
de colonizacédo das bactérias no intestino delgado e ceco dos frangos, na fase pos-
eclosdo. Foi mostrado que o elo entre estes glicocalixes, em muitos casos, pode ser
a proteina lectina, a qual se liga especificamente a um polissacarideo com estrutura
molecular peculiar. De acordo com Macari e Maiorka (2000) o posicionamento do
glicocalix ndo apenas atua como um sistema de aderéncia da bactéria ao enterdcito,
mas pode armazenar e concentrar as enzimas digestivas produzidas pela bactéria.
Enzimas estas que atuam diretamente sobre a mucosa do hospedeiro liberando
substratos importantes para a sobrevivéncia e multiplicagcdo do organismo. Neste
sentido, a estrutura do glicocalix funciona como reservatério de nutrientes para as
bactérias. Outra fungéo relevante do glicocalix € a de protegédo, pois as bactérias
estdo sendo constantemente submetidas a estresses, como por exemplo, outras
bactérias, virus, ions e moléculas deletérias. A aderéncia a mucosa intestinal parece
ser, portanto, 0 mecanismo chave da colonizagao das bactérias patogénicas, e seus
efeitos nocivos sobre a saude intestinal. Assim, processos que possam prevenir a
aderéncia das bactérias, como os prebidticos, sdo eficazes em reduzir a colonizagao
por patdgenos, nos segmentos do trato gastrintestinal, pois atuam inibindo a
aderéncia das bactérias ao enterdcito, através da ligagao com o glicocalix (MACARI;
MAIORKA, 2000).

Silva e Nornberg, (2003) indicam que os efeitos resultantes do uso
de prebidticos sdo evidenciados pelo crescimento das populacdes microbianas
benéficas, pela melhora nas condi¢gdes luminais, nas caracteristicas anatdmicas do
TGI e no sistema imune e, em alguns casos, pela melhora no desempenho animal.
Assim, com base nestes fatores, pode-se inferir que quando os prebidticos sao
adicionados a dieta, a especificidade de sua fermentacao estimula o crescimento e a
estabilidade das populagdes microbianas produtoras de acidos organicos (em
especial, acido lactico e aceético), em detrimento as demais. Estes compostos
reduzem o pH luminal e, juntamente com outras substancias antibacterianas e
enzimas produzidas por esta mesma microbiota, inibem a proliferacdo dos

microrganismos nocivos, tais como Escherichia coli, Clostridium sp. e Salmonella
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spp, que sao sensiveis a ambientes acidos (RADECKI; YOKOYAMA, 1991). Silva
(2000) explica que as substancias prebidticas agem alimentando e estimulando o
crescimento de diversas bactérias intestinais benéficas, cujos metabdlicos atuam,
também, reduzindo o pH através do aumento da quantidade de acidos organicos
presentes nos cecos. Existe também a possibilidade de que determinados
oligossacarideos, como a estaquiose, as galactanas e as mananas, atuem
diretamente sobre algumas populagbes de bactérias patogénicas, por meio de
exclusao competitiva. Ha evidéncias de que os oligossacarideos atuariam ligando-se
as fimbrias e tornando-as indisponiveis para a aderéncia de bactérias patogénicas,
as quais perderdo a sua capacidade de colonizagdo e serdo eliminadas do trato
gastrintestinal (COLETT, 2000).

Ao estimularem o crescimento das bactérias produtoras de acido
lactico, os prebidticos estdo atuando indiretamente e de forma benéfica sobre o
sistema imune do hospedeiro, pois estas populagdes bacterianas produzem
substancias com propriedades imuno-estimulatérias (ex. lipopolissacaridios,
peptidoglicanas e acidos lipoteicoicos) que interagem com o sistema imune em
varios niveis, incluindo a producdo de citoquinas, a proliferacdo de células
mononucleares, a fagocitose macrofagica e a indugdo na sintese de grandes
quantidades de imunoglobulinas, em especial as IgAs (YASUI; OHWAKI, 1991;
BRANDTZAEG, 1998; MACFARLANE; CUMMINGS, 1999). Savage et al. (1996)
observaram aumento de 25% na concentragdo de IgA de perus recebendo MOS.
Especula-se que alguns prebidticos especificos podem causar redugdo na
translocagao intestinal de patégenos que determinariam infecgbes apos atingirem a
corrente sanguinea (SILVA, 2000). Os prebidticos também podem causar
modificacdes benéficas nas caracteristicas anatdbmicas do TGI, promovendo o
aumento na area de absor¢ao da mucosa intestinal.

Uma vez que os prebidticos estimulam o crescimento e a atividade
de bactérias benéficas, que atuam positivamente no sistema imune e promovem
melhorias no ambiente e no epitélio intestinal, o uso destes compostos também tem
refletido de forma desejavel no desempenho animal. Os FOS de acordo com Hidaka
et al. (1986, 1991) promovem a melhora no desempenho animal, na redugédo do
colesterol, incidéncia de diarréias e constipacdo, tumores e aumento da resposta
imune em varias espécies. Alguns trabalhos mostram que o uso de FOS na dieta de

aves resulta no aumento do ganho de peso e melhora da eficiéncia alimentar,
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reducdo na mortalidade e redugcdo da colonizagdo intestinal por salmonella
(AMMERMAN et al., 1988; 1989).

3.4 PROBIOTICOS

O termo probiético foi formalmente proposto em 1965, e atualmente
designa: suplemento alimentar composto de cultura pura ou composta de
microrganismos vivos com a capacidade de se instalar e proliferar no trato intestinal
com agao de promotores de crescimento, beneficiando a saude do hospedeiro pelo
estimulo as propriedades existentes na microbiota natural. Em 1973, pesquisadores
finlandeses observaram em frangos, que quando o conteudo intestinal de aves
adultas era ministrado para pintinhos de um dia, havia alteragcao da sensibilidade da
Salmonella spp, prevenindo o estabelecimento desta no intestino e esse fato ficou
conhecido como exclusdo competitiva (NURMI; RENTALA, 1973; SILVA, 2000). O
conceito moderno de probidtico foi definido por Fuller (1989) como sendo um
suplemento alimentar constituido por microorganismos vivos capazes de beneficiar o
hospedeiro através do equilibrio da microbiota intestinal. Posteriormente, 0 mesmo
autor ratificou a definicdo de probidtico como sendo microorganismos produzidos em
larga escala, permanecendo estaveis e viaveis em condi¢cbées de estocagem e sendo
capazes de sobreviver no ecossistema intestinal possibilitando ao organismo do
hospedeiro os beneficios de sua presenca.

Os probidticos podem conter bactérias totalmente conhecidas ou
quantificadas ou, culturas bacterianas nao definidas. Os Enterococcus, 0s
Bacteroides, os Eubacterium,os Lactobaillus e os Bifidobacterium estdo presentes
em todas as misturas de culturas definidas; e aparentemente, um namero maior de
espécies bacterianas determina um probidtico mais efetivo. A agao dos probidticos é
essencialmente: a) competigao por sitios de ligagdo também conhecida por excluséo
competitiva caracterizando uma barreira fisica impedindo a proliferagdo de
patdogenos b) producdo de agentes antibacterianos como &acidos organicos e
enzimas; c) competicdo com as bactérias patogénicas por nutrientes, e d) estimulo
do sistema imune. Existem outras acdes benéficas que sao atribuidas ao uso de

probidtico em aves como a redugao da produgcao de amoénia, auxilio na redugao de
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aminas biogénicas téxicas, e produgao de vitaminas do complexo B (SILVA, 2000).

Os probidticos apresentam-se ndo como substitutos, mas como
alternativas aos antibiéticos promotores de crescimento (MACARI; FURLAN, 2005).
A suplementagdo das dietas com agentes microbianos baseia-se no principio da
simbiose, em que ha associagdo de organismos superiores com a microbiota
bacteriana, proporcionando aos envolvidos, beneficios reciprocos (PEDROSO,
2003).

Close (2000) relata que os efeitos dos probidticos parecem ser mais
consistentes e positivos em animais em crescimento do que em animais adultos e
também que a variabilidade dos resultados das pesquisas realizadas com
probidticos pode ainda estar associada as diferentes cepas, niveis de dose,
condigbdes de armazenamento, composi¢cdo da dieta, estratégia de alimentagdo e
interagcdo com drogas. Uma vez que os probidticos sdo adicionados a ragao para
melhorarem o desempenho dos animais, estes ndo sé necessitam produzir esses
efeitos como também devem ser estaveis nos alimentos, resistentes aos
antimicrobianos presentes nas ragdes, bem como no trato digestivo e seus acidos
digestivos (LANCINI, 1992). Os primeiros relatos do consumo de microrganismos,
influenciando a saude, foram realizados por METCHNIKOFF em 1907, ao observar
que camponeses bulgaros apresentavam maior longevidade ao ingerir leite
fermentado contendo Lactobacillus bulgaricus (SILVA, 2000; MACARI; FURLAN,
2005). Embora as formas de agdao nao sejam inteiramente claras, probiéticos séo
introduzidos na flora intestinal como competidor contra as bactérias patogénicas
inibindo suas atividades antagonistas (MUTUS et al., 2006). Para uma boa
eficiéncia, devem-se utilizar os probioticos ja nos primeiros dias de vida, para que
ocorra a exclusdo competitiva, principalmente beneficiando um bom equilibrio entre
0s microrganismos benéficos e para se obterem, assim, melhores resultados
(LORENCON et al.,, 2007). Os resultados de pesquisas com probioticos, até o
momento, sdo bastante contraditérios quanto a sua eficiéncia. Essa contradicéo
observada entre os trabalhos justifica-se mediante os dados obtidos em relagao a
idade do animal, tipo de probidtico utilizado, viabilidade de microrganismos a serem
agregados as racgdes e as condicdes de armazenamento delas (ARAUJO et al.,
2000). Os probioticos podem melhorar o aproveitamento dos alimentos e reduzir a
excregao de nutrientes. O uso de probidticos com alta atividade enzimatica fornece

beneficios adicionais ao reduzir custo do suplemento enzimatico (YU et al., 2007).
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Recentemente, muitos tipos de probidticos foram comercialmente
produzidos para a industria animal e usados como aditivos na alimentagcdo para

melhorar a saude animal, produtividade e custos de produgao.

3.5 SIMBIOTICOS

A combinagao de probidtico e prebidtico € denominada de simbidtico
e constitui um novo conceito na utilizagdo de aditivos em dietas para aves
(JUNQUEIRA; DUARTE, 2005). A combinagao entre probiotico e prebidtico poderia
melhorar a sobrevivéncia do primeiro, pela disponibilidade do seu substrato. Isto
resultaria em vantagens para o hospedeiro, tanto pela presenca da flora benéfica
quanto pela fermentagao (IMMERSEEI et al., 2002).

Os oligofrutoses pertencem a uma classe de carboidratos
denominados frutanos e sdo considerados ingredientes funcionais, uma vez que
exercem influéncia sobre processos fisioldgicos e bioquimicos no organismo,
resultando em melhoria da saude e em redugdo no risco no aparecimento de
doengas entéricas. Gamba et al. (2006), realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar uma fonte simbidtica (probiodtico + prebidtico) na ragéo inicial de avestruzes
através da associagao da lactose (soro de leite em pd) com lactobacilos (Biobac®)
visando aumentar a viabilidade em sua idade mais critica (1 a 28 dias de idade). Os
autores recomendaram a utilizagdo de até 5% de soro de leite em pd como fonte
alternativa de lactose, em conjunto com 2,5g de Biobac como fonte de lactobacilos.
A interacao entre o probidtico e o prebidtico in vivo pode ser favorecida por uma
adaptacao do probidtico ao substrato prebidtico anterior ao consumo. Isto pode, em
alguns casos, resultar em uma vantagem competitiva para o probidtico, se for
consumido juntamente com o prebidtico. Alternativamente, esse efeito simbidtico
pode ser direcionado as diferentes regides-alvo do trato gastrintestinal, o intestino
delgado e grosso (SAAD, 2006).

Pesquisas revelam que a ingestdo de leveduras inativas ou de suas
paredes celulares purificadas favorece a instalagao no intestino de bactérias lacticas
probidticas, impedindo a colonizagdo de Salmonella typhymurium, sendo importante

destacar que a levedura desidratada tem caracteristicas prebioticas devido a
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estrutura de sua parede celular (DEMATTE, 2004).

Em um estudo de carater preliminar realizado por Santos et al.
(2007) com frangos de corte para avaliar a eficacia de um simbiotico no controle de
Salmonella enteritidis, foi observado que os animais dos lotes tratados com
simbidtico apresentaram inibicdo de crescimento microbiano frente aos nao tratados
com simbidtico. Macari e Maiorka (2000), também trabalhando com frangos de corte,
observaram que aves tratadas com simbidtico a base de Saccharomyces. cerevisiae
e Bacillus subtilis apresentaram maiores ganho de peso e melhor converséo
alimentar aos 42 dias de idade do que aves que nao receberam racao
suplementada. Fukuta et al. (1999) (apud SILVA, 2000), demonstrou os efeitos
benéficos da associagdo de microbiota cecal com frutoligossacarideo. Essa mistura
levou a uma redugéo da colonizagdo por Salmonella Enteritidis no ceco de frangos
inoculados experimentalmente aos 21 dias. Ainda foram observados beneficios na
associacdo de cultura anaerdbia cecal com lactose, reduzindo a colonizagéo por
Salmonella Enteritidis no ceco de frangos desafiados no segundo dia de vida, Corrier
et al. (1991). A utilizagdo de prebidtico, contendo mananoligossacarideo, mostrou
ser uma alternativa aos antibiéticos para a criagao de frango de corte, pois segundo

Rostagno et al. (2003) os resultados de desempenho nao diferiram entre si.

3.6 QUALIDADE DE CARNE DE FRANGO

a) Cor

Segundo Allen et al. (1998), a cor afeta diretamente a aparéncia da
carne tornando-se um atributo critico na avaliagdo inicial da qualidade pelo
consumidor e influencia sua decisdo de compra. A percepg¢ao visual precede a
apreciacao das caracteristicas de odor, sabor e textura e, assim, quando a variagao
da cor da carne € maior do que a esperada, normalmente o produto € rejeitado pelo
consumidor (FLETCHER; QIAO; SMITH; 2000; QIAO et al., 2001). A cor observada
na superficie das carnes é o resultado da absorgéo seletiva da luz pela mioglobina e
por outros importantes componentes presentes, como as fibras musculares e suas

proteinas, bem como pela quantidade de liquido livre presente (OLIVO; GUARNIERI;
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SHIMOKOMAKI, 2001; SWATLAND, 2008). Segundo estes autores, quanto maior o
grau de desnaturacao protéica, menos luz é transmitida através das fibras e mais luz
acaba sendo dispersa, resultando na palidez da carne. Os parametros utilizados
para avaliagdo da cor da carne segundo o Sistema CIELab consistem em
luminosidade (L*), teor de vermelho (a*) e teor de amarelo (b*). O valor L* representa
o parametro luminosidade no eixo perpendicular e varia de zero a 100, sendo zero o
preto e 100 o branco. O valor a* representa a faixa de cor no eixo horizontal,
variando do verde para o vermelho. O valor b* é o eixo vertical e varia do azul para o
amarelo. L* é o principal parametro utilizado para determinagao da cor da carne de
frango. Segundo Olivo, Guarnieri e Shimokomaki (2001), para carne de frango e

peru, a faixa ideal de luminosidade deve estar em torno do valor 50.

b) Capacidade de Retengdo de Agua

A capacidade de reter agua € uma importante propriedade funcional
da carne fresca, pois influencia seu aspecto, sua palatabilidade e interfere
diretamente na qualidade de produtos processados (BARBUT, 1997a; MELODY et
al., 2004). A perda de agua incorre em prejuizos econdmicos para a industria, em
decorréncia da perda de peso, e do valor nutritivo para o consumidor, devido a
quantidade significativa de proteina que é carreada junto com a agua (HUFF-
LONERGAN; LONERGAN, 2005).

A maior parte da agua no musculo esta presente nas miofibrilas, nos
espacos entre os filamentos grossos de miosina e os filamentos finos de actina
(LAWRIE, 2005) e € mantida entre estes filamentos por forgas capilares (OFFER,;
TRINICK, 1983). De acordo com Huff-Lonergan e Lonergan (2005), o mecanismo da
capacidade de retencdo de agua esta centrado nas proteinas e estruturas que ligam
e imobilizam a agua, especialmente as proteinas miofibrilares. Segundo os mesmos
autores existem evidéncias que demonstram haver um efeito direto do pH, da forga
ibnica e da oxidacao na capacidade das proteinas miofibrilares, das miofibrilas e das
células musculares em reter agua. Um rapido declinio de pH associado a alta
temperatura do musculo, como ocorre no PSE, leva a desnaturagao das proteinas
miofibrilares resultando em severa queda da capacidade destas estruturas de reter
agua (WISMER-PEDERSEN, 1959). Os métodos de referéncia para determinar a

capacidade de retengdo de agua da carne consistem nas perdas de agua por
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exsudagao da carne crua e as perdas de agua durante o cozimento (HONIKEL,
1998).

c) Maciez

A maciez € o principal atributo de qualidade que influencia a
satisfacdo do consumidor em relagdo a palatabilidade da carne. Miller et al. (2001)
demonstraram que o consumidor é capaz de discernir variagdes de maciez na carne
e esta disposto a pagar mais por carnes que apresentem melhores caracteristicas. O
grau de maciez pode ser relacionado a 3 categorias de proteinas do musculo; do
tecido conjuntivo, do sarcoplasma e da miofibrila, e a importancia de sua relativa
contribuigdo depende de circunstancias como o grau de contragao das miofibrilas, o
tipo de musculo e a temperatura de cozimento (LAWRIE, 2005). As proteinas que
compdem o tecido conjuntivo, principalmente colageno e elastina, formam uma
complexa rede entre as fibras musculares e sao importantes para a textura da carne
(SWATLAND, 1994). Coro et al. (2002) encontraram uma correlagao positiva entre a
idade de abate dos animais € o numero de ligagbes cruzadas termoestaveis
(piridinolina) de colageno, responsaveis pelo aumento da dureza da carne com o
avanco da idade dos animais (CORO et al., 2002). As proteinas sarcoplasmaticas
(enzimas (glicoliticas, creatina quinase e mioglobina) sdo soluveis em agua e
contribuem pouco para a textura da carne (LAWRIE, 2005). De acordo com
Koohmaraie e Geesink (2006) o enfraquecimento da estrutura miofibrilar decorrente
da degradagéo postmortem de proteinas miofibrilares é o principal fator contribuinte
para a tenderizagdo da carne. Segundo Robson et al. (1997), as proteinas
envolvidas neste processo sdo miofibrilares e citoesqueléticas e incluem: troponina
T, desmina, vinculina, meta-vinculina, distrofina, nebulina e titana. A atividade da
enzima endbégena p-calpaina € apontada como a principal responsavel pela
degradagdo de proteinas miofibrilares que determinam a variagdo da maciez da
carne (KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

Entre os métodos utilizados para determinar a maciez da carne,
destacam-se a forgca de cisalhamento (BRATZLER, 1949) e o indice de
fragmentacao miofibrilar (MFI). Os valores de MF| s&o baseados na quantidade de
refracdo de luz que ocorre na suspensdo de miofibrilas. Quando os valores

aumentam existe um correspondente aumento do numero de particulas em
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decorréncia da fragmentacdo da estrutura miofibrilar pela atuagcdo de enzimas
proteoliticas (VEERAMUTHU; SAMS, 1999).

3.6.1 Transformacao do Musculo em Carne

O processo de conversdo do musculo em carne envolve
modificagdes metabdlicas, fisicas e estruturais (KUBOTA; OLIVO; SHIMOKOMAKI,
1993). Com a morte e, por consequiiéncia, com a faléncia do fluxo sanguineo, o
aporte de oxigénio e o controle nervoso deixam de chegar a musculatura. O nivel de
ATP é mantido por conversdo do ADP a ATP (fosfocreatina + ADP +creatina + ATP),
mas quando a fosfocreatina é exaurida, seguida pelas reservas de glicogénio e
outros carboidratos, o ATP, rico em energia, € esgotado. Quando acabam as
reservas de ATP celular, o musculo ndo consegue mais relaxar (rigor mortis) e a
concentragéo de calcio no citoplasma permanece alta. A glicolise postmortem ocorre
em um ambiente celular anaerdbico, onde o glicogénio é transformado em &acido
piruvico e este € convertido em acido latico, que se acumula no interior das células
(PEARSON; YOUNG, 1992; LAWRIE, 2005). Como resultado, os prétons que sao
produzidos durante a glicdlise e durante a hidrolise de ATP a ADP causam
diminuicao significativa do pH intracelular (BATE-SMITH; BENDALL, 1949).

Imediatamente apds a morte do animal, com temperatura entre 38-
40°C, sem estimulo nervoso e com uma quantidade suficiente de ATP presente, os
ions Ca2+ sdo ativamente transportados para o reticulo sarcoplasmatico pelo
sistema bomba de calcio-ATP. As mitocondrias também armazenam calcio no
musculo vivo, que € proveniente do sarcoplasma em presencga de oxigénio. Com a
queda do pH, ATP, temperatura e auséncia de oxigénio, as mitocondrias liberam
calcio para o sarcoplasma ao mesmo tempo em que a atividade da bomba de calcio
diminui. A concentracao de calcio nas miofibrilas aumenta dando inicio ao processo
de contracdo, similar a estimulagdo nervosa que induz a contragdo do musculo vivo.
Na contragdo muscular postmortem enquanto a reserva energética na forma de ATP
for suficiente, os miofilamentos mantém-se modveis e por esta razao o musculo é
elastico. Quando o nivel de ATP reduz, ou seja, diminui a energia para o processo

de deslizamento dos miofilamentos, comega a formacédo de enlaces ou pontes
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permanentes entre actina e miosina, o musculo perde a elasticidade e entra em rigor
mortis (SWATLAND, 1994).

Apos o estabelecimento do rigor mortis comegca o0 processo de
resolugao do rigor (maturacéo da carne). A resolucéo do rigor é caracterizada pelo
amaciamento progressivo da carne pela acdo de enzimas que hidrolisam as
proteinas musculares, provocando o desprendimento dos filamentos de actina da
linha Z. As principais mudangas que ocorrem nas células durante a resolugao do
rigor sdo: degradacgao da linha Z, desaparecimento da troponina T e degradagao das
proteinas estruturais desmina, titana e nebulina. A lise destas proteinas provoca o
enfraquecimento da linha Z (KOOHMARAIE, 1988; KOOHMARAIE; GEESINK,
2006).

3.6.2 Estresse

O termo estresse é utilizado para designar o conjunto de rea¢des do
organismo animal a agressdes de ordem fisica e psiquica capazes de perturbar a
homeostase. Estas reagcdes sdo acompanhadas pela liberacdo de horménios como
catecolaminas, epinefrina e norepinefrina (SHIMOKOMAKI et al.,, 2006). O
mecanismo metabdlico pelo qual o animal resiste ao estresse e retorna a
homeostase € a liberagdo do hormdnio corticosterona que converte as proteinas em
glicose nas células do musculo, cujo processo € conhecido como gliconeogénese
(SIEGEL, 1995).

Os principais fatores responsaveis por desencadear em aves
liberagdes de catecolaminas e causar alteragdes fisioldgicas caracteristicas do
estresse no periodo pré-abate sdo: intervalo de jejum e dieta hidrica (SAMS; MILLS,
1993), transporte (WARRIS et al., 1993) e temperatura do ambiente (NORTHCUTT
et al., 1994; SANDERCOCK et al, 2001; BRESSAN; BERAQUET, 2002; DEBUT et
al., 2003).
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3.6.3 Carne palida, Flacida e Exsudativa, PSE

Um dos maiores problemas enfrentados pela industria processadora
€ a questao da carne PSE, cujo termo tem origem nas iniciais das palavras inglesas
Pale, Soft, Exudative, que significam carne palida, flacida e exsudativa (DIRINCK et
al., 1996). , A ocorréncia de PSE é multifatorial e esta relacionada com manejo pré
abate estressante, rapido desenvolvimento muscular, temperatura ambiental elevada
(LARA et al. 2003; SOLOMON; VAN LAACK; EASTRIDGE, 1998), transporte
(SIMOES et al. 2009), nutricdo (OLIVO et al. 2001), genética (ODA et al. 20009,
ZIOBER et al. 2009) alteragbes na atividade da fosfolipase A2 (SOARES et al.
2003), sugerindo assim uma complexa interacao de fatores genéticos e ambientais e
mostrando dessa forma um complexo mecanismo que culmina com o problema das
carnes PSE.

Segundo Swatland (2008) a dispersdao de luz de uma superficie
muscular € diretamente proporcional a sua quantidade de desnaturacido protéica,
interferindo na aparéncia fisica da carne, influenciando a quantidade de luz que lhe é
refletida. Carnes com valores de pH baixos tem refletancia mais acentuada enquanto
que com pH elevados apresentam maiores transmitancia. As diferengas no indice de
refragdo entre os raios de luz normal e anormal nas fibras sdo maiores em pH baixo
do que em pH elevado do peito de frango. Assim a refragdo miofibrilar contribui para
as diferengas no espalhamento da luz entre PSE e DFD n&o sé em frangos como
também em suinos e bovinos. Quanto maior o grau de desnaturagao protéica,
menos luz é transmitida através das fibras e mais luz acaba sendo dispersa, o que
leva a palidez da carne (OLIVO et al., 2001). A desnaturagdo protéica € provocada
em condi¢cdes de valor de pH relativamente baixo enquanto a carcaca esta quente
trazendo consequiéncias nas propriedades funcionais da carne principalmente na
capacidade de retencdo de agua (CRA) (OFFER; KNIGHT, 1988). Segundo Fletcher
(1999), a ocorréncia de PSE esta relacionada com acumulo excessivo de liquido nos
produtos embalados, devido a sua menor capacidade de retengcdo de agua, o que
diminui a aceitagdo do produto pelo consumidor. O comprometimento das
propriedades funcionais da carne PSE pode resultar em produtos industrializados de
pouco rendimento (LARA et al., 2002), devido a liberacdo de exsudato, o que

interfere na padronizagao durante a industrializagdo (BARBUT, 1997). Desta forma,
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segundo Fernandez et al. (2002), o rendimento apds o processamento da carne é
altamente relacionado com a velocidade da queda de pH post mortem, de modo que
uma diferenca de uma unidade a menos no pH aferido aos 20 minutos post mortem
corresponde a cerca de 2% a menos no rendimento apés o processamento da
carne. A capacidade de retengcdo de agua da carne, por sua vez, exerce grande
influéncia na maciez da carne (BRESSAN, 1998), ja que na carne PSE a capacidade
de retengdo de agua € menor, e quanto menor a quantidade de agua no musculo,
menor a maciez da carne (ANADON, 2002). De acordo com Dransfield e Sosnicki
(1999), a carne PSE possui também menor potencial proteolitico post mortem, o que
contribui para a diminuicdo da maciez da carne. Segundo estes autores, o rapido
declinio de pH, a altas temperaturas da carcaca, inativa o sistema calpaina e reduz o
amaciamento post mortem da carne.

O fenébmeno PSE, portanto, é prognosticado pela combinagado de
analises de pH, cor e capacidade de retengdo de agua nos musculos do peito
(SWATLAND, 1995). De acordo com Lara et al. (2002), o fenbmeno PSE em frangos
pode ser detectado pela combinacdo dos valores de pH (abaixo de 5,8) e cor (valor
L* acima de 52,0) aferidos em 24 horas apés o abate. Fatores como estresse
(OLIVO, 1999), tipo de atordoamento (SAMS, 1999) e temperatura de resfriamento
(DUNN et al., 1995; VIEIRA, 1999) podem levar ao desencadeamento da condigao
PSE em aves.

As condigbes PSE em suinos resultaram de uma taxa de glicdlise
post mortem extremamente elevada, que reduziu o pH muscular, geralmente inferior
a 5,8 enquanto a carcaga ainda esta quente, ao redor de 350C aos 45 min post
mortem. Essa rapida queda do pH provoca desnaturacido das proteinas miofibrilares
e sarcoplasmaticas e ocasionou excessiva perda de exsudato (BENDALL; WISMER-
PERDERSEN, 1962) com prejuizos as propriedades funcionais da carne (CANDEK-
POTOKAR et al.,, 1998; BREWER; McKEITH, 1999). Em aves, o PSE tornou-se
relevante devido o rapido crescimento da producdo de industrializados que
despertou o interesse em pesquisar as caracteristicas bioquimicas das carnes de
aves (BARBUT, 1997a, 1997b, 1998). Sendo que a sua ocorréncia comegou a ser
constatada no final da década de 70 com algumas publicagdes sobre o assunto.
Froning et al. (1978) verificaram que carnes de perus expostos a situagdes de
estresse pré-abate, como aquecimento ou agitacao, exibiram um acelerado declinio
do pH.
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A ocorréncia de carnes PSE em frangos merece uma investigacao
com destaque, uma vez que pode alcangar de 30 a 50% dependendo das condi¢des
de manejo pré-abate (WOELFEL et al., 2002). No Brasil, Soares et al. (2002)
verificaram a ocorréncia de PSE em filés de peito de frangos em um abatedouro na
regido oeste de Santa Catarina em duas estag¢des do ano. No inverno a ocorréncia
de PSE em filés de peito (n= 353) foi de 22,3% e no verdo (n= 811) foi de 15,9%. Em
trabalho mais recente, realizado em um abatedouro na regido oeste do Parana no
verao, Langer et al. (2008) avaliaram o efeito das distancias de transporte de frangos
de 4 km (n= 300) e 62 km (n= 300) e encontraram uma ocorréncia de PSE em filés
de peito de 22 e 32%, respectivamente. Porém, os fatores que ocasionaram esta
ocorréncia ndo foram investigados. Mitchell et al. (2003) relataram que a intensa
selecdo genética, as rapidas taxas de crescimento e os manejos de produgéo
visando obter altos niveis de produtividade foram associados a alteragdes na fungao
celular muscular de frangos. As aves sao susceptiveis a desenvolverem miopatias
por disturbios nos componentes do sistema de regulagdo do calcio sarcoplasmatico
com consequente ruptura do sistema de homeostase do calcio e danos musculares.
Porém, os fenbmenos causadores destas miopatias e danos musculares ainda nao
foram bem esclarecidos. Berri et al. (2001) e Bihan-Duval et al. (2001) sugeriram que
a selegao genética para o crescimento e desenvolvimento do musculo Pectoralis
major de frangos n&o ocasionou impacto negativo sobre a qualidade deste, embora
estes procedimentos causem mudangas no metabolismo post mortem. A condigao
PSE em aves foi caracterizada pelo processo de rigor mortis acelerado, com pH final
em torno de 5,8 e temperatura muscular acima de 350C, o que ocasionou
desnaturacao das proteinas miofibrilares (SOSNICKI et al., 1998). Olivo et al. (2001)
constataram que em frangos, o pH final pode atingir valores abaixo de 5,8 em até 15
min post mortem, enquanto que em suinos o pH final em torno de 5,8 é atingido 45
min post mortem. Nestas condigdes Guarnieri et al. (2002) observaram desnaturagao
parcial das proteinas miofibrilares com redugédo da capacidade de retengcédo de agua
e consequente exsudacao, resultando em uma carne com aspecto de superficie
molhada. As condigdes de manejo pré-abate a que sdo submetidas as aves, como
jejum alimentar, apanha, transporte, temperatura e umidade relativa do ambiente s&o
fatores que conduzem ao estresse e influenciam a qualidade da carne com aumento
na ocorréncia do fenbmeno PSE (SAMS, 1999). Em perus foi verificado que a

ocorréncia de PSE é maior nos meses de verao, devido a susceptibilidade das aves
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ao estresse térmico que acelerou o metabolismo post mortem com alteragoes
bioquimicas no musculo (MCCURDY et al., 1996; MCKEE; SAMS, 1997; BARBUT,
1998). A desestruturacdo da microestrutura muscular de carne de frangos foi
estudada por Wilhelm et al. (2009) onde verificaram que o aumento da concentragéo
de Ca2+ que ocorre nas carnes PSE promove adicionalmente o aumento da
atividade de proteases que alteram a estrutura das fibras musculares.

Guarnieri et al. (2004), observaram que as aves que recebiam
aspersao de agua no periodo pré abate, diminuiam o estresse devido a melhora da
sensibilidade térmica sentida pelas aves e que acarretavam em uma queda na
incidéncia de carnes PSE no periodo post-mortem. Simdes et al. (2009)
demonstraram que o microambiente formado no caminhdo de transporte de frangos,
da granja ao abatedouro pode ser a causa primaria que compromete o bem estar
das aves e a qualidade final da carne com o desenvolvimento de PSE.

Olivo et al. (2001) demonstraram que frangos susceptiveis ao
estresse térmico apresentaram desenvolvimento de carnes PSE, sendo que estas
foram caracterizadas por propriedades funcionais comprometidas. Além disso,
verificaram que a suplementagdo de vitamina E na dieta de frangos preveniu o
desenvolvimento de carnes PSE devido a inibicdo da atividade da fosfolipase A2
(PLA2).

Soares (2003) verificou a ativagcdo da PLA2 em situagbes de
estresse, sendo que sua alta atividade foi considerada como o gatilho inicial para o
surgimento de carnes PSE em frangos. Esta enzima influencia os eventos
bioquimicos que ocorrem em suinos com hipertermia maligna (HM) e
consequentemente na formacao de carnes PSE. A PLA2 mitocondrial é ativada pelo
Ca2+ e hidrolisa os fosfolipidios da membrana, formando acidos graxos insaturados
de cadeia longa. Estes produtos induzem o reticulo sarcoplasmatico a liberar mais
Ca2+ ocasionando a perda de controle da glicolise e consequente formagéo de
carnes PSE, visto que o aumento do nivel de Ca2+ no reticulo sarcoplasmatico esta
associado a elevada formacéao de acido lactico (CHEAH; CHEAH, 1981). As carnes
PSE de aves, assim como a de suinos apresentam suas propriedades funcionais
comprometidas, devido a acelerada queda de pH enquanto a carcaga apresenta
temperaturas elevadas, o que implica em desnaturagdo protéica (LARA, 2003). As
proteinas sao as principais responsaveis pelas caracteristicas funcionais das
matérias-primas carneas (SHIMOKOMAKI et al., 2006).
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3.6.4 Origem Genética

As caracteristicas destas carnes PSE em suinos sao resultados da
manifestacdo da sindrome do estresse suino — Porcine Stress Syndrome (PSS)
(CHEAH et al., 1984) ou Hipertermia Maligna (HM) (FUJII et al., 1991), cujo estresse
foi desencadeado por fatores ambientais e fisioldgicos, como mudangas na
temperatura ambiente, excitacéo, transporte e exercicios que podem levar a morte
inesperada dos animais (CHEAH; CHEAH, 1981; CHEAH et al., 1984). Estudos com
suinos mostraram a relagao entre carnes PSE e PSS, a qual foi relacionada com
excessiva liberacdo nas células de ions Ca2+ durante a contragdo muscular,
ocasionando um rapido metabolismo anaerobico e rigidez do musculo (MITCHELL,;
HEFFRON, 1982; BERTOL, 2005). Essa relacdo foi comprovada por Fuijii et al.
(1991) que detectaram um ponto de mutacédo no gene ryr1, responsavel por codificar
a proteina denominada receptora de rianodina do tipo 1 (RyR1) ou canal liberador de
ions Ca2+ localizado no reticulo sarcoplasmatico do musculo esquelético (O'BRIEN,
1995). Quanto ao PSE em frangos, ndo ha confirmagédo de equivaléncia com a PSS
em suinos (SANTOS et al., 2004). Porém, Marchi et al. (2009), observaram ao
desenvolver uma camera de halotano para testes de detecgao de sensibilidade ao
gas em aves, que as aves que apresentaram enrijecimento dos membros inferiores
eram denominados halotano positivo e que as analises de peito de frango oriundas
das aves positivas para o teste, apresentaram maior incidéncia ao desenvolvimento
de PSE, assim como ocorre em suinos. Nesse sentido, Ziober et al. (2009),
avaliaram o sequenciamento da aRYR em frangos, que podera servir como base de
estudos futuros, atentando para a possibilidade de mutagbes nesse gene no
desencadeamento de problemas que levam a carne PSE em frangos de corte. Oda
et al. (2009) demonstraram que as proteinas a-RyR e BRyR apresentam papeis
distintos no mecanismo de excitagao-contracdo muscular com diferencas em seus
mecanismos de ativagao e respostas a ligantes e que uma diferengca na proporgao

(1:1) de a-RyR e BRyR indicam uma evidencia de carnes PSE.
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3.6.5 Rancidez Oxidativa e PSE

A oxidacgao lipidica € considerada a principal causa da perda de
qualidade das carnes e produtos carneos por ser um processo de degradagao que
afeta diretamente a sua aceitabilidade.

A rancidez inicia-se logo ap6s a morte do animal e afeta a cor,
sabor, textura e valor nutritivo das carnes (MORRISSEY et al., 1998). Os principais
substratos para o desenvolvimento da oxidacdo sdo os acidos graxos insaturados
provenientes dos fosfolipidios e triglicerideos presentes nas membranas celulares.
Estes acidos graxos através da agao de catalisadores como metais pesados, luz,
temperatura e oxigénio iniciam o processo de autoxidagédo e dao origem aos radicais
livres, que sdo substancias instaveis e atacam outros acidos graxos, proteinas,
vitaminas e o DNA (ST ANGELO, 1996). Entretanto, existem condicbes para
hipotetizar o desencadeamento da origem dessa oxidacdo. Trata-se do seu
desenvolvimento conforme o descrito na Fig 1 e discutido por Soares et al. (2005,
2009). O estresse provoca ativagdo da enzima fosfolipase A2 e a sua maior
atividade seria o fator iniciante do surgimento dos sintomas caracteristicos das
carnes PSE, ou seja, provenientes de aves que sofreram estresse térmico pré-abate
(SOARES et al. 2003b). A fosfolipase A2 é uma enzima lipolitica que atua sobre os
fosfolipidios das membranas liberando o acido araquidénico (MURAKAMI; KUDO,
2002). Este acido graxo é polinsaturado e sofre oxidagao produzindo radicais livres,
que por sua vez podem oxidar os pigmentos e vitaminas, provocar danos ao DNA e
proteinas e formar produtos que contribuem para o sabor e odor indesejaveis, além
da formar produtos téxicos a saude humana como o malonadeido e os oxidos de

colesterol.
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Figura 1l — Hipdtese para explicar a relacao entre carnes PSE e oxidagao lipidica. Soares
et al. (2005).

3.6.6 Proteases

Trés sistemas proteoliticos presentes no musculo tém sido
investigados por sua possivel participagado na protedlise e tenderizagdo postmortem:
o sistema calpaina, as catepsinas lisossdbmicas e o complexo multicatalitico de
proteases (proteasoma) (KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

Além de serem enddgenas no musculo esquelético, estes sistemas
proteoliticos precisam ter acesso aos substratos e, finalmente, serem capaz de
reproduzir o padréo proteolitico postmortem observado no armazenamento da carne
(GOLL et al., 1983; KOOHMARAIE, 1988). Um papel significante do proteasoma
pode ser excluido, ja que as miofibrilas sdo pobres substratos para este sistema
proteolitico (KOOHMARAIE, 1992a). A incubacédo de proteinas miofibrilares com

catepsinas resulta em diferentes padrées de degradacdo em relagdo aqueles que



40

ocorrem durante 0 armazenamento postmortem do musculo, como a quebra da
juncédo da banda | com a linha Z. Além disto, € duvidoso que as catepsinas sejam
liberadas dos lisossomos no musculo postmortem (KOOHMARAIE, 1988). Sendo
assim, o sistema calpaina é o sistema proteolitico responsavel pela protedlise
postmortem de proteinas miofibrilares que resultam no amaciamento da carne
(KOOHMARAIE; GEESINK, 2006).

As calpainas desempenham diversas fungdes nas células, incluindo
participacdo no ciclo mitdtico e crescimento celular, modificagcdes proteoliticas de
moléculas, regulacdo de expressdes génicas, regulagcado da proliferagao celular e
degradacdo de substratos durante a apoptose (GOLL et al., 2003). Estudos de
imunolocalizacdo tém mostrado que as calpainas possuem localizagéo
exclusivamente intracelular. No musculo esquelético normal a maioria das calpainas
e da calpastatina esta localizada sobre ou proximo a linha Z, com pequenas
quantidades na banda | e muito pouco na area da banda A (KUMAMOTO et al.,
1992). Estudos sugerem que em resposta a algum sinal da célula, possivelmente
fluxo de ions Ca2+, as calpainas se realocam de uma distribuicdo dispersa, para
uma localizagao preferencial na periferia da célula (SAIDO et al., 1993; GIL-
PARRADO et al., 2003). Kumamoto et al. (1992) sugerem que uma porgao
substancial das calpainas nao esta livre no citoplasma, mas sim associadas as
subestruturas celulares, como as miofibrilas.

O sistema calpaina € composto de proteases ativadas pelo calcio
com atividade o6tima em pH neutro. No musculo esquelético, o sistema calpaina
consiste de pelo menos trés proteases: p-calpaina (calpaina 1), m-calpaina
(calpaina 2) e calpaina musculo-especifica ou p94 (calpaina 3); e um inibidor da p- e
m-calpaina, a calpastatina (GOLL et al., 2003).

Ambas p- e m-calpaina sdo compostas de duas sub-unidades com
massa molar de 28 e 80 kDa (DAYTON et al., 1976; EMORY et al., 1986). Uma
importante caracteristica da u- e m-calpaina é que elas sofrem autélise na presenca
de calcio, o que as transformam em moléculas consideravelmente menos estaveis. A
autdlise reduz a necessidade de calcio para a ativagdo da p- e m-calpaina e pode
ser usada como indicador da atividade proteolitica na célula (DAYTON, 1982; GOLI
et al. 2003). As calpainas sdo cataliticamente inativas na auséncia de Ca2+ (GOLL
et al. 2003).
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3.6.7 Proteases na Carne PSE

A perda da homeostase gerando niveis elevados de calcio, como
acontece no PSE, leva a um aumento da sua concentragao intracelular e ativa as
calpainas. Segundo Goll et al. (2003), a perda da homeostase do calcio resulta no
rompimento de alguns processos fisioldgicos que regulam a atividade das calpainas
nas células e conduz a uma atividade desregulada das mesmas.

Claeys et al. (2001) hipotetizaram que um rapido declinio de pH da
carne suina, acompanhado de aumento na concentracdo de ions Ca2+, resulta em
ativacado e autdlise prematura da p-calpaina, com subsequente menores niveis de
atividade durante o prolongamento do periodo postmortem. Melody et al. (2004)
verificaram maior taxa de ativagdo da p-calpaina aos 45 min e 6h postmortem em
musculo suino que apresentava rapida queda de pH em relagdo ao normal e,
consequentemente, obtiveram maior taxa de degradacgao de desmina e talina nestes
mesmos tempos. Estes autores também relataram menor forga de cisalhamento 24h
postmortem no musculo com rapida queda de pH, no entanto, esta diferenga em
relacdo ao musculo normal nio foi observada 48h e 120h postmortem. Rowe et al.
(2001a) verificaram que em Longissimus dorsi suino, com baixo pH em 2 h, houve
grande taxa de ativacdo e autdlise da p-calpaina e consequente prematura
degradagédo de desmina e troponina T (24h postmortem) em relagcdo ao musculo
normal. Neste mesmo sentido, O"Halloran et al. (1997) relataram maior taxa ativagao
da y-calpaina (3h postmortem) em musculo Longissimus dorsi bovino com alta taxa
de glicdlise e rapida queda de pH. Também foi observada maior taxa de protedlise
de desmina e troponina T medidas 24h postmortem, além de maior maciez obtida
por forca de cisalhamento e analise sensorial. Boles et al. (1992) verificaram que a
taxa de degradacdo postmortem da titana e da nebulina foi substancialmente
reduzida no musculo PSE de suinos em comparagdo ao normal apds 7 dias de
armazenamento. Similarmente menor degradagéo postmortem da linha Z também foi
observada no musculo Longissimus dorsi PSE. Ambos os fenbmenos podem ser
explicados por alteragcbes no sistema calpaina/calpastatina resultando em menor
protedlise postmortem em musculos PSE em comparagdo ao normal durante o
prolongamento do periodo postmortem (BOLES et al., 1992). Bee et al. (2007)

demonstraram que a ativacido da p-calpaina ocorre mais cedo em carne suina com
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rapido declinio de pH, o que eventualmente resultaria em uma prematura perda da
atividade proteolitica, e explicaria a menor degradagéo de desmina e talina obtidas
24h, 48h e 120h postmortem nesta carne. Pesquisas da relagdo entre atividade
proteolitica e o PSE em aves sao raras na literatura. No entanto, em suinos, esta
bem evidenciado que a taxa de declinio de pH durante as primeiras horas apos a
sangria influencia a taxa de ativagao da p-calpaina e pode ter um papel fundamental
na regulagdo da atividade proteolitica no inicio do periodo postmortem, implicando
consequéncias para a capacidade de retengcdo de agua e a maturagdo no
prolongamento do periodo postmortem (MELODY et al., 2004; ROWE et al., 2001a;
O'HALLORAN et al., 1997; BOLES et al., 1992; BEE et al., 2007).
Ultraestruturalmente, Soares (2003) observou, em filés de frango
PSE 72h postmortem, espessamento das linhas Z, desaparecimento da banda | e
diminuicao do tamanho do sarcomero. No entanto houve o surgimento de lacunas no
sarcOmero e em alguns casos a linha Z perdeu sua integridade apresentando-se
descontinuada. Guarnieri et al. (2004), através de técnicas microscopicas,
constataram que em frangos tratados com nebulizagdo de agua antes do abate com
0 objetivo de prevenir o desenvolvimento de carnes PSE, o sarcémero apresentou
estrutura organizada e a linha Z estava enfraquecida devido a atividade das
proteases. Porém, no grupo ndo tratado a estrutura do sarcbmero apresentou-se
desorganizada e a linha Z mais pronunciada. Pospiech, Greaser e Sosnicki (1995)
relataram danos mais extensos das titanas nas miofibrilas de musculo normal de
peru 24h postmortem em comparagao com os encontrados em amostras PSE.
Miofibrilas normais frequentemente tinham linhas Z ausentes

enquanto nas amostras PSE de peru a linha Z geralmente permanece intacta.
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Figura2—-  Esquema representativo do sarcobmero e algumas de suas proteinas

estruturais: nebulina, titana e desmina (WILHEM, 2009).
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4 MATERIAL E METODOS

Para avaliar a agao do uso do probidtico, prebidtico e simbidtico na
melhoria dos resultados zootécnicos e da qualidade de carcaca, o estudo foi
realizado na granja experimental da empresa Big Frango localizada na cidade de
Cambé - PR.

4.1 CRIACAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 1500 pintainhos machos da linhagem Cobb, com
um dia de idade, os quais receberam manejos tradicionais de uma criagdo comercial,
com agua e ragao ad libitum durante todo o periodo experimental. As ragdes
experimentais atenderam as exigéncias de Rostagno et al. (2005). Foi utilizada cama
reutilizada, sexta remonta, visando aumentar o desafio de campo e imitar uma
pratica comum nas criacdes comerciais atuais. A racao utilizada foi do tipo farelada a
base de milho e farelo de soja, as quais serao divididas em 3 fases: inicial (1 a 21
dias), crescimento 1 (21 a 28 dias), crescimento 2 (28 a 42 dias), conforme
apresentada na tabela 1. A figura 3 apresenta uma foto parcial da estrutura montada

para o teste na unidade experimental.
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Tabelal - Composicao percentual e calculada das ragdes experimentais para o
teste com frangos de corte.

Ingredientes (%0) Fase Inicial 1-21 Fase crescimento Fase acabamento
dias 21-28 dias 28-42 dias
Farelo de Milho 54,97 64.19 65.460
Soja Integral Desativada 11.88 10.69 22,991
Farinha de Carne e Ossos 6.71 6.61 5.552
Farinha de Penas - - 3,000
Farelo de Soja 24.01 16.73 12.40
Premix’ 0.42 0.42 0,417
Sequestrante de Micotoxina 0.25 - -
(Milbond TX)
L-Lisina (78%o) 0.32 0.32 0.338
Sal Comum 0.30 0.35 0.319
DIL-Metionina (99%) 0.38 0.29 0.271
Calcario 0.04 - 0.128
L-Treonina 0.14 0.10 0.109
Cloreto Colina 0.08 0.06 0,073
Bircabonato de sodio 0.21 - -
Produto Inerte (Caolin) 0.3 0.3 0.1
Total 100 100 100
Nutrientes
Proteina bruta (%) 21 19.50 18.50
Energia Metabolizavel (kcal/kg) 3.100 3.160 3.200
Fosforo disponivel (%0) 0,52 0,50 0,53
Calcio 1.01 0.98 1,05
Metionina+Cistina (%) 0.95 0.88 0,83
Metionina (%) 0.64 0.59 0.56
Lisina (%) 1,32 1.21 1,12

'Composicdo do produto - Inicial: iodo 273 (mg/kg), selénio 59,28 (mg/kg), manganés 15.500
(mg/kg), zinco 18.250 (mg/kg), vit A 1.900.000 (Ul/kg), vit D 600.000 (Ul/kg), vit E 2.500 (mg/kg), vit K
98 (mg/kg), vit B1 356 (mg/kg), vit B2 1.600 (mg/kg), vit B6 693 (mg/kg), vit B12 2.200 (mg/kg), acido
pantoténico 1.710 (mg/kg), niacina 15.840 (mg/kg), biotina 32 (mg/kg), acido félico 148 (mg/kg), colina
144.000 (mg/kg), cobre 25.000 (mg/kg), enxofre 2,33 (%). Crescimento: iodo 260 (mg/kg), selénio
54,72 (mg/kg), manganés 18.600 (mg/kg), zinco 18.250 (mg/kg), vit A 1.400.000 (Ul/kg), vit D 600.000
(Ul/kg), vit E 2.000 (mg/kg), vit K 98 (mg/kg), vit B1 356 (mg/kg), vit B2 1.600 (mg/kg), vit B6 693
(mg/kg), vit B12 3.200 (mg/kg), acido pantoténico 1.900 (mg/kg), niacina 5.940 (mg/kg), biotina 32
(mg/kg), acido folico 40 (mg/kg), colina 144.000 (mg/kg), cobre 25.000 (mg/kg), sédio 1,5 (%), enxofre
3,90 (%) e ferro 5.400 (%). Acabamento: iodo 195 (mg/kg), selénio 118,56 (mg/kg), manganés
30.720 (mg/kg), zinco 16.060 (mg/kg), vit A 1.400.000 (Ul/kg), vit D 100.000 (Ul/kg), vit E 400 (mg/kg),
vit K 196 (mg/kg), vit B2 672 (mg/kg), vit B12 2.000 (mg/kg), acido pantoténico 3.800 (mg/kg), colina
144.000 (mg/kg), cobre 3.200 (mg/kg) e enxofre 2 (%).
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4.2 Os TRATAMENTOS EXPERIMENTAIS CONSISTIRAM EM:

a) Grupo Controle — sem adi¢ao de qualquer aditivo;

b) Grupo Avilamicina — com adicdo de promotor de crescimento
antibiotico avilamicina 10 ppm em todas as fases nutricionais,
produto Surmax® da empresa Elanco;

c) Grupo Probidtico - Com adicdo de probidtico (Bacilus Subtilis)
30g/tonelada em todas as fases nutricionais, produto
Calsporin® da Calpis global.

d) Grupo Prebidtico - Com adicdo de  prebidticos
(mananoligossacarideo); 2kg/ tonelada em todas as fases
nutricionais, produto da BioSyn®

e) Grupo Simbidtico - Com adigdo de simbidtico (Saccharomyces
cerevisiae, Lactobacillus acidophillus, Lactobacillus casei,
Bifidobacterium bifidum, mananoligossacarideo e
frutooligossacarideo ), 3kg/tonelada na fase inicial; 2kg/tonelada
na fase de crescimento e 1kg/tonelada na fase de abate;
BioSyn®

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado, com 5
tratamentos e 6 repeticdes, com 50 aves por parcela experimental, totalizando 1500

aves, conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 3 — Alojamento das aves em boxes na unidade experimental.

4.4 INDICES ZOOTECNICOS

4.4.1 Ganho de Peso Diario (GPD)

Foi calculado dividindo-se 0 ganho de peso em cada periodo (0 -42
dias) dividido pela quantidade de dias que corresponde a cada periodo e pelo

numero de aves.

4.4.2 Consumo de Ragao Diario (CRD)

Foi obtido através do consumo de ragao em cada periodo (1-21 dias

e 1-42 dias), dividido pelo numero de dias deste e pelo numero de aves.
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4.4.3 Conversao Alimentar (C.A.)

Foi calculado através da divisdo do consumo de ragao no periodo

pelo ganho de peso das aves no periodo.

4.4.4 Viabilidade (V)

Viabilidade - foi calculado dividindo-se o numero atual de animais
existentes, pelo numero de animais que foram alojados com um dia de idade,
multiplicado por 100.

4.4.5 indice de Eficiéncia Produtiva (IEP)

IEP = GPD x V/CA x 10, em que: GPD = ganho peso diario; V = viabilidade e CA =

conversao alimentar.

4.5 RENDIMENTO DE CARCACA E CORTES

No final do experimento, aos 42 dias, foram colhidas duas aves de
cada parcela experimental e estas foram pesadas individualmente e selecionadas
com objetivo de representar o peso médio da parcela experimental. Estas foram
identificadas com anéis nas canelas, colocadas em engradados e transportadas
para o abate, apos jejum de 8 horas. Apds o jejum, essas aves foram pesadas
novamente, para se obter o peso de abate, o qual serviu de referéncia para o
calculo de todos os rendimentos. As aves foram pesadas apds sofrerem:
insensibilizagcdo, sangria, escaldagem, retirada das penas, evisceragao, chiller e
gotejamento. Em seguida, foram promovidos os cortes comerciais e pesagem destes

cortes. Os cortes obtidos foram: peito, pernas, asas, dorso.
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4.6 ABATE E OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

As 12 aves de cada tratamento, que foram pesadas e selecionadas
para representar o peso médio de cada tratamento foram abatidas aos 42 dias na
fazenda escola da Universidade Estadual de Londrina , seguindo os procedimentos
padroes da empresa, como restricio alimentar de 6 a 8h, apanha e
acondicionamento em caixas, transporte em caminh&o apropriado.

O abate seguiu a linha de processamento comercial com as
seguintes etapas consecutivas: pendura, insensibilizagdo por eletronarcose, escalda,
depenagem e evisceragcdo. Apds a evisceragdo, os frangos foram coletados e
encaminhados ao chiller para resfriamento da carcaca até 4°C, na sequéncia
procedeu-se a desossa e retirada do musculo Pectoralis major, matéria prima de
estudo. Todas as amostras foram acondicionadas em bandeja de polipropileno
revestida com plastico de polietileno, identificadas e armazenadas sob refrigeracéo a

2°C por 24h para posterior analise.

4.7 VERIFICACAO DA QUALIDADE DA CARCACA

4.7.1 Medida de pH

As analises de pH foram realizadas em duplicata no musculo
Pectoralis major 24h post mortem utilizando o potencidmetro de contato (Modelo
205, Marca Testo), conforme descricbes de Soares et al. (2002) e Oda et al. (2003).
O ponto de incisdo do eletrodo foi na parte cranial ventral do filé conforme Boulianne
e King (1995) e adaptado por Olivo et al. (2001).
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Figura 4 — Afericao de pH de amostras de filé de peito de frango (Pectoralis major).

4.7.2 Medida de Cor

As mesmas amostras utilizadas na determinacdo do pH foram
analisadas para determinagdo da cor. O aparelho de medida de cor foi um
colorimetro (Marca Minolta®, Modelo CR400),iluminante D65. As medidas de cor
foram realizadas em trés diferentes pontos na face ventral do musculo Pectoralis
major 24h post mortem.

Os valores de L* (luminosidade), a* (componente vermelho-verde) e
b* (componente amarelo-azul) foram expressos conforme o sistema de cor CIELAB.
(SOARES et al., 2002; ODA et al., 2003).
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Figura5—  Afericdo dos parametros de cor de filés de peito de frango (Pectoralis Major).

4.7.3 Classificagao dos filés de peito de frango

O valor de L* foi utilizado como paradmetro para classificacdo dos
filés conforme descrito por Soares et al. (2002). Assim, os filés com valores de L* =
53 e pH < 5,9 foram classificados como PSE, com valores de L* < 44 como analogo

ao DFD e com valores intermediarios de 44 < L* < 53 como Normal.

DFD PSE

L* < 44 44<L*<53 L*>53

Figura 6 — Classificacao dos filés de peito de frango em, DFD, Normal e PSE.
Fonte: Soares et al. (2002).
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4.7.4 Capacidade de retencédo de agua (CRA)

Para a determinagcédo da CRA foi utilizada a metodologia descrita por
HAMM, (1960) que mede a perda de agua liberada quando é aplicada uma pressao
sobre o tecido muscular. Esta consistiu em colocar 2,00g de carne entre dois papeis
de filtro circulares e este entre duas placas de vidro, no qual € colocado um peso de
10 kg por 5 minutos, posteriormente a amostra € pesada novamente. A CRA foi
calculada pela diferenca de peso da amostra e expressa em porcentagem de agua

exsudada em relagcédo ao peso da amostra inicial, conforme formula abaixo:

CRA=100% - [(peso inicial — peso final) / peso inicial]

4.7.5 Perda por Cozimento

Os filés de peito foram pesados, ainda integros, antes e apods a
cocgao, com a finalidade de se conhecer a perda de peso durante o cozimento
(cooking loss) (OWENS et al., 2000). Os resultados, expressos em percentagem, se
basearam na diferenga entre as pesagens.

Primeiramente, os filés foram cozidos (grelhados) em chapa elétrica,
previamente aquecida a 180 °C, até atingirem a temperatura interna de 72 °C (12
°C), cerca de 10 minutos depois (5 minutos/ lado). A seguir, foram resfriados a 40 °C
(x2 °C) para serem novamente pesados em balanga semi-analitica. A temperatura

foi monitorada com auxilio de um termdmetro digital.

4.7.6 Textura

As amostras cozidas de filés de peito de frango foram, cortadas em
pedacos de 1x1x2 cm3 (altura, largura, comprimento), o comprimento seguiu o

sentido das fibras da carne. Estas foram submetidas ao teste de cisalhamento com
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lamina Warner Bratzler, na velocidade de 5mm/seg, acoplada ao Texturébmetro TA-
XT2i, sendo os resultados expressos em Newton da forgca maxima necessaria para o
corte das amostras (KRIESE et al., 2007).

4.7.7 Analise de Oxidacao Lipidica

Amostras dos cortes obtidos dos frangos de cada tratamento foram
submetidos a analise de oxidacao lipidica aos 90 dias apds abate e foram mantidos
em congelamento.

A analise de oxidagéo lipidica foi realizada seguindo a metodologia
proposta por Pikul et al. (1989), onde amostras em triplicata pesando em torno de 10
g foram homogeneizadas com 50 mL de solugdo de &cido tricloroacético (TCA)
7,5%. O sobrenadante foi filtrado e aliquotas de 4 mL foram tratadas com 5 mL de
solugdo de acido tiobarbiturico (TBA), colocadas em banho fervente, esfriadas e
medidas em espectrofotdbmetro a 538 nm. Os resultados foram expressos em mg de
substancias reactivas ao TBA (TBARS) por 1000 g de amostra. Os pontos para

obtencao da reta padrao foram: 0,045 e 0,094.

4.7.8 Analise Estatistica

Os resultados de todas as analises foram analisadas utilizando-se o
programa STATISTICA for Windows 6.0 (OKLAHOMA, 2001), a fim de verificar os
efeitos de cada tratamento sobre as variaveis estudadas. O teste de média Tukey a
5% de probabilidade foi utilizado para comparac¢ao das diferengas significativas entre
os tratamentos com relagcdo aos resultados de ganho de peso diario, converséo
alimentar, rendimento de carcaca e do filé de peito, capacidade de retencdo de

agua, perda por cozimento, textura (carne cozida) e oxidacao lipidica.
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4.8 MONITORAMENTO DAS SALMONELOSES

4.8.1 Cepas Bacterianas

Salmonella enterica svs Enteritidis (ATCC 13076) e Typhimurium
(ATCC 14028) foram utilizadas como referéncia durante os ensaios de PCR
multiplex (m-PCR). Foram também utilizados isolados obtidos pelo Laboratério de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina-Brasil, sendo eles:
um isolado de Salmonella enterica sv Infantis, outro de Salmonella enterica sv

Newport e dois isolados de Salmonella enterica sv Enteritidis.

4.8.2 Procedimento experimental

Pintos de um dia foram obtidos a partir de um incubatério de frangos
comerciais. O experimento consistiu de cinco grupos divididos em 6 repetigdes,
alimentados com e sem aditivos (Tabela 2), cada repetigdo continha cinquenta aves.
Suabes de pool de fezes foram coletados ja no primeiro dia de nascimento (antes de
os pintainhos receberam ragéo), e também no décimo e vigésimo dias, totalizando 6

coletas por tratamento por dia de coleta.

Tabela 2 — Suabes coletados através de mistura de fezes de diferentes tratamentos
para deteccao de Salmonella spp e da sorovar Enteritiidis pelo método

de m-PCR.
Tratamento  Repeticoes Numero de aves/box Amostras coletadas por
tratamento

Prebiotico 6 50 6 mistura de fezes

Probiotico 6 50 0 mistura de fezes

Simbiotico 6 50 6 mistura de fezes

Awilamicina 6 50 0 mistura de fezes

Controle 6 50 6 mistura de fezes




55

4.8.3 Extracdo de DNA

Cepas bacterianas refréncia (item 4.8.1) e culturas obtidas a partir
de suabes de frangos incubados por horas em agua peptonada foram submetidas a
centrifugacédo a 10.000 x g por 2 minutos. Em seguida o sobrenadante foi descartado
e o pellet bacteriano foi ressuspendido em 1 mL de 0,9% (m / v) de solugado salina
(Merck). As amostras foram novamente centrifugadas (14.000 x g por 5 min), o
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e o pellet celular foi ressuspendido em
0,5 mL de Triton 0,1% (Nuclear). As amostras foram fervidas por 10 min a 100° C,
para liberacdo do DNA e colocados imediatamente em gelo. O tubo foi centrifugado
por 5 min a 8000 xg e o sobrenadante foi transferido cuidadosamente para um novo
tubo de microcentrifuga. Aliquotas de 4 uL de cada amostra foram utilizadas como
DNA molde na m-PCR.

4.8.4 Experimentos de PCR

Para realizacao dos experimentos de m-PCR, foram testados dois
pares de primers, sendo que um deles é especifico para detecgdo do género
Salmonella (primer inv-A, descrito por Fratamico, 2003) e amplifica um fragmento de
796 pares de base (pb). O segundo par de primers utilizado na m-PCR é especifico
para deteccao de Salmonella Enteritidis € amplifica um fragmento de 316 pb (primer
ie-1, descrito por Wang e Yeh, 2002). Amplificagées foram realizadas em um volume
total de 20 puL, contendo: 1unidade Tag DNA Polimerase (Invitrogen), tampé&o da Taq
1X (5 mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8,5); 1,5 mM de MgCI2, 100 uM de dNTPs
(Promega), 0,9 uM dos primers inv-A M e 0,4 uM dos primers ei-1 (Invitrogen). As
amplificagdes foram realizadas no termociclador PT-200 (MJ Research, Inc.) e foram
compostas pelos seguintes etapas: uma desnaturacéo inicial a 95° C por 5 min
seguida de 30 ciclos de desnaturagdes a 95° C por 1 min, anelamento dos primers a
65° C por 30 segundos e polimerizagao pela enzima Taq a 72° C por 1 minuto, e

para finalizar foi realizada uma etapa de extenséo final a 72° C por 7 min.
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4.8.5 Analise de Gel de Agarose

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v) (Fermentas) corados com Syber safe (Invitrogen) e fotografados
sob luz ultravioleta. Como controle positivo foram utilizadas reagcdées de m-PCR com
cepas referéncia de Salmonella entertidis svs Enteritidis e Typhimurium, sendo
esperada duas bandas para Salmonella Enteritidis (de 796 pb e de 316 pb) e uma

Unica banda de 796 pb para Salmonella spp, conforme apresentado na figura 7. No

controle negativo, o DNA foi substituido por 4 ul de agua destilada e esterilizada.

Salmonella Salmonella
Enteritidis Spp.

_— S —

Figura7 — Salmonella Eneteritidis apresentando duas bandas (796pb e 316pb) e
Salmonella spp (Typhimurium) com apenas uma banda (796pb).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 INDICE ZOOTECNICO

A Tabela 3 mostra a media de ganho de peso dos frangos 1 - 21d e
1 - 42d de idade quando os mesmos foram abatidos. Para o grupo controle com 21 e
42 d a media de peso foi de 781,61 g e 2,561 kg, respectivamente, ndo havendo
diferengas (p>0,05) entre os tratamentos. Ao mesmo tempo foram avaliadas a CA e
CR, mensurados nas mesmas datas de 1-21 e 1-42 dias de idade ndo havendo
diferencas (p>0,05) entre os tratamentos. O monitoramento mostrou que nao
diferiram significantemente entre os tratamentos obtendo para o grupo controle os
valores de CA de 1,56 e 1,79, respectivamente para 21 e 42 d de experimento. Ja
para CR, os valores obtidos para o grupo controle foram 1,164 e 4,549 kg/ave para
21 e 42 d de idade, respectivamente. Esses resultados indicam que os substitutos
dos promotores de crescimento podem ser utilizados como meio alternativo frente ao
uso de quimioterapico, por se tratar de produtos organicos. Estes, quando utilizados
na racdao animal, tém como principal caracteristica a auséncia de residuos que

possam ser nocivos a saude humana quando consumida.
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Tabela 3 — Valores de Peso Médio (PM) Consumo de Ragéo (CR), Conversao Alimentar (CA) aos 21 e 42dias e Ganho de Peso
Diario (GPD) e Indice de Eficiéncia Produtiva (IEP) aos 42 dias.

Peso aos 21 dias

C.R.*21 dias em

Peso aos 42 dias

C.R." 42 dias [kg)

Tratamentos C.A* 21 dias C.A* 42 dias GPD* Viabilidade % IEP
(g) kolave {ka) lave
Controle 781,61+ 24,92 1, 16410,06 1,56+ 0,03 2, 561+ 120,68 4, 5494014 1,79+ 0,07 60,97 £ 2,87 94 £ 463 322 63+ 35,17
Avilamicina 804,80+ 36,09 1, 1700,05 1,52+0,05 26734251 4, 686x0,16 1,75+ 0,03 63,60+ 1,01 951276 344 68+ 15,53
Prebidtico 782,92+ 20,63 1, 15620,03 1,55+0,03 2, 616+ 69,29 4, 595+0,09 1,76+ 0,02 62,28+ 1,65 G4+ 463 331.21+£2593
Probidtico TE9,45: 42,84 1, 18520,04 1,57 £ 0,06 2,612+ 132,92 4, 643x0,15 1,782 0,04 62,19+ 3,16 87 £ 3,01 336,73+ 30,13
Simbidtico 781,80+ 21,22 1, 1900,03 1,592 0,03 2,642 £ 60,20 4, 7224017 1,77+ 0,02 62,89+143 95+3,72 337,03+ 14,69
Valor de p 0, 645440 0, 528305 0, 171251 0, 329771 0, 264711 0,533334 0, 329771 0, 779244 0, 655887

* desvio padréo.
As médias dos tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (p 7 0,05).
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Os resultados obtidos corroboram com diversos autores como:
Henrique et al. (1998); Corréa et al. (2003); Santos et al. (2004); Faria et al. (2009);
que utilizando promotores de crescimento, antimicrobianos e probidticos na ragao de
frangos de corte n&o verificaram diferengas significativas entre os resultados de peso
vivo, ganho de peso e consumo de ragao. Por outro lado, o fato de que ate 21d néo
houve diferenca significativa entre os tratamentos, indica que os pintainhos de 1d ao
se acomodarem na gaiola, encontravam-se livres de contaminacdo de bactérias
patogénicas e levando em conta a teoria de exclusdo competitiva, pelo menos o
controle eventualmente deveria se apresentar com o seu indice zootécnico
prejudicado. De fato, foi mensurado microbiologicamente que pelo menos em
relacdo a Salmonelose os recém nascidos encontravam-se isentos da contaminagao
e somente apos 10d de idade, estas bactérias foram detectadas (Tab 7).

Nos ultimos anos tém sido relatados resultados controversos. Loddi
et al. (2000) ndo encontraram nenhum beneficio ao adicionar probiotico na racéo. Ja
Lesson et al. (1980); Krinker e Jamorz (1996); Cavazzoni et al. (1993), Cavalcanti et
al. (1996), Gonzales et al. (1998), utilizando esses aditivos organicos, observaram
melhora no ganho de peso e conversao alimentar em aves que receberam
antibiéticos. Jensen e Jensen (1992), Bertechini e Hossain (1993), Macari e Maiorka,
(2000); Macari e Furlan, (2005); Neto et al., (2007), Lima et al., (2008) observaram
melhoras significativas no desempenho zootécnico das aves suplementadas com os
aditivos organicos.

Ainda na Tabela 3, observa-se que a diferenca VI e IEP entre os
tratamentos ndo foram significativos obtendo os valores semelhantes ao controle,
94,0 £ 4,63 e de 331,217 + 25,93, respectivamente corroborando com os resultados
de Santos et al. (2004).
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Tabela 4 — Rendimento de carcaga e cortes de aves que receberam diferentes
aditivos e abatidas aos 42 dias de idade.

Tratamentos Rend. Asas (%) Pernas (%) Peito (%) Dorso (%)
Carcaca (%)

Controle 72,89+4,75 11,76+0,48 31,32+1,26 38,12+1,50 18,80+0,70
Avilamicina  71,47+3,48 11,24+0,51 31,50+1,43 38,08+1,56 19,18+0,87
Prebiotico 73,60+6,49 11,40+0,49 31,66+1,30 37,42+1,09 19,09+0,59
Probidtico 70,84£2,75 11.50+0,60 31,58+1,56 38,06+2,12 18,86+0,73
Simbidtico 72,27+5,40 11,29+0,60 31,46+1,39 38,32+1,78 18,92+0,90
Valor de p 0,589898 0,110089 0,822804 0,736632 0,817013

As médias dos tratamentos ndo diferiram significantemente entre si pelo teste de Tukey a 5,0% de
probabilidade (p <0,05).

N&o houve diferencga significante no rendimento de carcaca de 72,89
+ 4,75% e os cortes para asas (11,76 + 0,48%), pernas (31,32+1,26%), peito
(38,12+1,50%) e dorso (18,80+0,70%), para o grupo controle conforme pode ser
observado na Tabela 4. Estes resultados confirmam os resultados encontrados por
outros autores Henrique et al. 1998; Moreira et al. 2001; Maiorka et al. 2001; Vargas
Jr. et al., 2002; Correa et al. 2003; Pelicano et al. 2003; Santos et al. 2004; Pelicano
et al. 2005, Caromari Junior et al, 2008; Faria et al. 2009. Contudo, Loddi et al. 2004,
quando associaram a utilizagao de probiéticos com antibiéticos, observaram maior
rendimento de carcaga. Pelicano et al 2002, utilizando probidticos na racdo das
aves, observaram efeito significativo aos rendimentos de pernas. A hipotese
provavel para nao haver diferenga significativa entre os tratamentos se da ao fato
das formulagdes nutricionais serem as mesmas para todos os tratamentos,
cumprindo com as suas exigéncias, e o fato de ndo promover aos tratamentos

desafios sanitarios, ndo apresentou nenhuma diferenciagao entre os resultados.
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5.2 QUALIDADE DE CARNE DE FRANGOS ALIMENTADOS COM DIFERENTES ADITIVOS

A Tabela 5 apresenta os valores de pH, L*, a*, b* do peito 24h apds
o abate de frangos alimentados com diferentes ragbes. Os resultados indicaram que
esses valores nao mostraram diferengas significativas. Entretanto, ao avaliar
individualmente cada tratamento para a incidéncia de anomalias de cor como o PSE
os resultados mostraram-se interessantes enquanto que em todos os tratamentos
nao se observou a incidéncia de carnes DFD. A Fig. 8 mostra que as amostras
originadas de aves alimentadas com ragdo basal apresentam uma incidéncia de

83,0% de carnes PSE e 17,0% de carnes consideradas normais.

Tabela 5 — Valores de pH 24 horas, L*, a*, e b* de filés de peito de frango
(Pectoralis major m.), submetidos a diferentes tratamentos com
promotores e substitutos de promotores de crescimento.

Tratamentos Coloracgao
PH 24 horas L* a* b*

Controle 5,80+0,14 56,17+3,27 2,98+1,17 7,10£1,92
Avilamicina 6,04+0,59 52,27+2,51 4,20+2,11 7,19£1,72
Prebidtico 5,92+0,19 52,17+4,48 3,35+2,05 6,61+2,81
Probidtico 5,87+0,07 53,32+2,82 3,66+1,99 7,23+£2,33
Simbiodtico 5,86+0,09 54,4942 32 3,72+1,87 8,563+2,98
Valor de p 0,359 0,071 0,684 0,365

As médias dos tratamentos nao diferiram significantemente entre si pelo teste de Tukey a 5,0% de
probabilidade (p < 0,05). +desvio padrao.
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Incidéncia de PSE no
tratamento sem aditivos

HPSE ® MNormal

17%

Figura8 —  Incidéncia de 83,0% de carnes PSE e 17,0% de normais de peito de frangos
considerados controle alimentados com dieta base sem a adigdo de nenhum
ingrediente.

Observa-se na Fig. 9 obtida das amostras de peito dos frangos
alimentados com avilamicina que a incidéncia de PSE foi de 67.0% de PSE e 33,0%

de carnes normais.

Incidéncia de PSE no
tratamento com Avilamicina

B PSE ®Mormal

Figura9 — Incidéncia de 67,0% de PSE e 33,0% carnes normais de peito de frangos
alimentados com dieta contendo Avilamicina.



63

A Fig. 10 mostra a incidéncia de 67,0% de PSE e 33,0% de carnes

normais originadas de frangos alimentadas com dietas contendo prebidtico.

Incidéncia de PSE no
tratamento com Prebiotico

mP5E ®mNormal

Figura 10 — Incidéncia de 67,0% de PSE e 33,0% de carnes de peito de frangos
alimentados com dieta contendo prebidtico.

Observa-se na Fig. 11 obtida das amostras de peito dos frangos
alimentados com simbidtico que a incidéncia de PSE foi de 50.0% de PSE e 50,0%

de carnes normais.

Incidéncia de PSE no
tratamentocom
Simbidético

oW PSE = Normal

Figura 11 — Incidéncia de 50,0% de PSE e 50,0% de carnes normais de peito de frangos
alimentados com dieta contendo simbidtico.
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Finalmente, para os frangos alimentados com probidtico, a Fig. 12

mostra que a incidéncia de PSE foi de 25,0% e 75,0% de carnes de peito normais.

Incidéncia de PSE no
tratamentocom
Probidtico

B PSE ®m MNormal

Figura 12 -  Incidéncia de 75,0% de PSE e 25,0% de carnes normais de peito de frangos
alimentados com dieta contendo probidtico.

5.3 BioTICOS E MANEJO E PSE

H4, portanto, uma sequéncia quantitativa de maior para menor na
manifestagdo de carnes PSE em relagdo a dieta controle>simbidtico>
avilamicina=prebiotico>probiotico. Os resultados relatados nesse trabalho sao
pioneiros ao sugerir que os bidticos inibem a formagao das carnes PSE em aves.
Cabe salientar que a ocorréncia de carnes PSE depende de 2 pelo menos fatores:
manejo e genética. Dentro das condigbes do manejo, o estresse térmico a que sao
submetidas essas aves, € a causa primaria para o seu desenvolvimento podendo
levar a morte aos animais principalmente ao denominado Morte na Chegada do
inglés Dead on Arrival (DOA). Foi demonstrado pelo Grupo de carnes da UEL
(SIMOES et. al., 2009) que o estresse térmico pode ser minimizado por uma
adequada distribuicdo do ar entre as caixas de frangos no caminh&o, tanto em
movimento, quanto em repouso. A ventilagdo natural € importante para evitar o

estresse por calor que prejudica o bem estar das aves e compromete a qualidade
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final da carne, entretanto pode apresentar variagdes nas diferentes épocas do ano e
nao atingir uniformemente os frangos transportados no caminhao. Além do efeito da
temperatura no microambiente do caminhd&o sobre a formacao de carnes PSE, foi
verificada neste experimento, a importdncia da aplicacdo do banho apds o
carregamento das aves. Evidenciou-se que o lote que recebeu banho apresentou
menores valores de temperatura no microambiente do caminhdo em comparacgéo ao
lote que n&o recebeu o banho. Consequentemente, a auséncia do banho apds o
carregamento é um fator de risco significativo para a ocorréncia de PSE, assim como
a regiao do fundo do caminhdo. As aves localizadas no fundo do caminhdo e que
nao sofreram o banho antes do transporte foram as que mais produziram carnes
PSE (SIMOES et al., 2009). Nesse experimento, observou-se que o DOA néo
ultrapassou o valor de 0,2% do total das aves transportadas. Oba et al (2009) em um
experimento nas condigdes ndo comerciais, observou que quando os frangos foram
transportados por distancias de 30km e ndo submetidos ao descanso, a incidéncia
de carnes PSE e DOA foi maior do que quando permanecem por 180min em
descanso pré abate. Portanto o descanso foi benéfico para evitar formacao de PSE
e de mortalidade durante o transporte. Porém quando foram transportados por
180min sem descanso, a ocorréncia de PSE foi maior e a mortalidade foi menor do
que quando permanecem por 90min em descanso. Neste caso, o descanso foi
benéfico para evitar a formacdo de PSE, porém aumentou a mortalidade.
Aproximadamente a metade da populacdo dessas aves teve a morte subita em
condi¢cbdes de transporte por um longo descanso e sem o banho. Evidenciando o
efeito benéfico do banho, uma exclusividade brasileira, na reducdo da mortalidade
de frangos no veréo, Silva et al. (2009), verificaram que o DOA para frangos com
banho transportados pelas distancias de 15 e 55 km com 60min de descanso foi de
0,12 e 0,15%, respectivamente, enquanto que as aves sem banho apresentaram o
DOA de 0,16 e 0,27%, respectivamente, nas mesmas distancias. Todos esses
argumentos discutidos indicam a possibilidade desses ingredientes organicos
influenciarem na manifestacdo da morte subita desde que ha a relacdo entre a
manifestacdo de PSE e DOA. Embora nao tenha sido objeto desse experimento, ha
relatos indicando que esses ingredientes tém a capacidade de controlar o medo das
aves durante o transporte conforme Ghareeb e Bohm (2009) que diagnosticaram o
valor de 17,0% menos dos frangos alimentados com simbiéticos ndo mostraram

medo em comparagao ao grupo controle avaliagcao realizada 24h apos o transporte.
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Urge consequentemente realizar um experimento para avaliar o efeito desses
bidticos no DOA durante o transporte dos frangos que provoca uma perda de R$ 1,5
mi ao ano em um frigorifico situado no sul do pais que abate aproximadamente 300
mil aves/dia (SIMOES et al., 2010).

5.4 BiOTICOS E PSE E OXIDAGCAO LIPIDICA

Enquanto os resultados em genética que estdo sendo relatados pelo
grupo de carnes da UEL nao sao conclusivos em relagéo principalmente a mutagéo
da rianodina aviaria (ZIOBER et al., 2009, 2010; ODA et al., 2009) e afora os
cuidados pré abate envolvendo o transporte e o descanso ja discutidos, foi
demonstrado que a dieta com vitamina E previne o desenvolvimento do PSE. Nestas
carnes, foi observada que o modus operandi do papel antioxidante esta na
estabilizacdo dos fosfolipideos das membranas celulares inibindo a atividade da
fosfolipase A2 (OLIVO et al., 2001; SOARES et al., 2009). A Tabela 6 indica outra
evidencia de que os bidticos atuam inibindo a formagao das carnes PSE. Ha uma
notdria diferengca em relagcédo ao nivel da oxidagao lipidica das aves alimentadas com
os bidticos em relacédo a dieta controle embora ao mesmo tempo aquela contendo
avilamicina mostre-se inibidora da oxidagao. Foi originalmente observado que dietas
contendo vitamina E inibe a formacédo das carnes PSE (OLIVO et al., 2001). Em
seguida, foi observada que essas carnes anormais apresentam uma relativa maior
atividade da fosfolipase A2 devido ao excesso de ions Ca intramuscular (SOARES et
al., 2003). Hipotetizou-se que a enzima atuaria nos substratos constituidos pelos
fosfolipidios ao nivel das membranas mitocondriais e a presenca da vitamina E
inibiria essa atividade. Mais recentemente, Soares et al. (2009) observaram a
influéncia da oxidacgao lipidica no surgimento das anormalidades das cores do filé do
peito de frango. A oxidacgao lipidica foi 27.0% maior em carnes PSE em relagdo ao
normal e 41.0% em relagcao ao analogo DFD. O perfil dos acidos graxos foi também
significantemente diferente desde que a fracdo do acido araquiddénico aumentou
38,6% e 70,5% em carnes PSE em comparagdo as carnes normais e analogas ao
DFD, respectivamente. A razao PUFA/SFA se alterou nos trés tipos de carne, 0,736,

0,713 e 0,694 para carnes PSE, normal e analogo ao DFD, respectivamente,



67

refletindo a maior produgdo dos acidos graxos poliinsaturados em amostras PSE
conferindo em decorréncia a possibilidade do surgimento da oxidacao lipidica ser
mais acentuada observada pela formacado de oxidacao lipidica detectada mostrada
na Tab 6.

Ja, em relagao aos bidticos, artigos sobre o assunto sdo escassos.
Recentemente, Aksu et al. (2005), avaliando o efeito da adicdo de Saccharomyces
cerevisiae (SC) na dieta na qualidade na qualidade das carnes de frangos
observaram uma diminuicido do indice de TBARS embora os mesmos pesquisadores
avaliando a cor do peito de frango com o mesmo probiético na dieta ndo encontram
variagbes significantes (KARAOGLU, et al. 2004). De fato, Zhang et al. (2005)
relatam que SC em dieta de frangos diminui significantemente o indice TBARS
quando comparada com as amostras de file e coxa de frangos que ingeriram uma
racao sem SC. Esses resultados semelhantemente aos obtidos com os bidticos
conforme a Tabela 6 indicam que ha possibilidade de que ocorram fatores
antioxidantes nesses ultimos produtos organicos ou uma eventual melhora absortiva
ao nivel intestinal, o que necessita eventualmente ser avaliada. O retardamento da
oxidacdo lipidica promovida por probioticos foi observado em produtos carneos.
Schossler (2009) relata que Bifidobacterium lactis adicionada na produgao de pate
de presunto armazenado por 30d apresentou-se com uma diminuicdo de TBARS em
torno de 30,0% nas amostras tratadas com o probiotico.

Apesar desse fato, pode-se, entretanto, especular que os bidticos
tenham o papel de inibir a oxidacéo lipidica e em decorréncia ha essa possibilidade
de controlar a formagao das carnes PSE desde que ha uma notoria diferenga em
relagdo ao nivel da oxidacéo lipidica das aves alimentadas com os bidticos em
relagao a dieta controle e relacionada as anormalidades das cores do filé do peito de

frango.

5.5 BIOTICOS E PSE E TEXTURA

A Tabela 6 mostra resultados na tentativa de caracterizar as carnes
PSE. De acordo com os resultados de Wilhem et al. (2010), esperava-se que 0s

valores de CRA e a perda por cozimento fossem significativamente maiores no
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tratamento controle ao qual apresentaram maior incidéncia de PSE uma vez que
nessas condi¢cdes as proteinas das carnes perdem a sua funcionalidade. Entretanto,
a textura mostrou-se significantemente diferente (p < 0,05) com as amostras obtidas
do grupo probiotico e estas foram as mais amaciadas enquanto que aquelas do
grupo prebiotico e controle foram as amostras consideradas mais rigidas.
Recentemente, foi observado que o estado da textura em peitos PSE de frangos
varia dependendo das condi¢gdes do manuseio da carcaga e esta relacionada com a
atividade das proteases endogenas. O sistema calpaina torna-se atuante e devido
ao excesso dos ions calcio em amostras de carnes PSE, estas enzimas
principalmente as u-calpainas tém a sua atividade comparativamente aumentada.
Calculou-se que essas carnes anormais sao 25.0% mais amaciadas quando
comparadas com o controle devido a maior atividade do sistema calpaina (KRIESE
et al., WILHEM et al., 2010). Nao ha relatos, entretanto, sobre a eventual relagéo
entre os bidticos com o aumento da atividade das proteases em musculo o que seria
um tema a ser investigado. Por outro lado, Zhang et al (2009) observaram que as
carnes das aves que consumiram ragdo contendo SC mostraram-se mais tenras do
que as amostras controle. Portanto, aliado ao fato que aqueles autores encontraram
também menor oxidagao lipidica nas carnes de frangos sob a dieta com SC, nao
pode ser descartada a possibilidade de que SC, como os biodticos aqui estudados,

poderiam eventualmente controlar a formagao de carnes PSE.
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Tabela 6 — Capacidade de Retencdo de Agua (CRA) (%), Perda Por Cozimento (%),
forca de cisalhamento (N), Oxidac&do lipidica (mg de TBARS/kg de
amostra) avaliadas em file de peito de frangos alimentadas sob
diferentes tratamentos.

Tratamentos CRA em % Perda por Textura Oxidacao
cozimento lipidica.
em %

Controle 69.98+2,58 25,80+4,76 28,95+6,41ab 0.029+0,015a

Avilamicina 73,59+1,31 24,33+£2,52 21,56+£3,58bc 0,014+0,007b
Prebidtico 72,97£3,51 24,62+£2,09 30,55%1,29a 0.,013x0,003b
Probidtico 71,38£2,69 2427257 20,201£3,50c 0.016x0,005ab

Simbiético 68,65+£3,18 25,272,566 23,4412,65bc 0,014x0,004b

Valorde p 0, 121083 0, 784400 0, 000023 0, 0100238

As médias dos tratamentos nio diferiram estatisticamente entre si

pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade (p < 0,05).
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Sumariamente, a Fig. 13 mostra o efeito dos bidticos benéficos
principalmente dos probioticos no bem estar das aves inibindo a formacado das
carnes PSE através da observagao da diminuicdo da oxidacéao lipidica e da textura
ambos fendbmenos observados pela liberacdo excessiva dos ions calcio e na agao

sobre as salmonelas.
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6 AVALIACAO DA RESISTENCIA A SALMONELOSE

Em pintainhos ha pouca diversidade da microflora intestinal e
consequentemente este fato é um fator limitante para digestdo facilitando dessa
forma a contaminagdo por bactérias patogénicas, Nesse sentido, os antibidticos
contidos nas racdes tem um papel preponderante na manutencado da isengado dos
patdbgenos entéricos. Em paralelo as avaliagbes realizadas com a adicdo dos
biéticos em relagdo aos indices zootécnicos e a qualidade das carnes, o grupo de
Carnes da UEL realizou um monitoramento do desenvolvimento das Salmonella spp
durante todo o experimento. Para que o acompanhamento fosse possivel houve a
necessidade de desenvolver a técnica da polimerase ie. multiplex polymerase chain
reaction (m-PCR) o que tornou factivel a sua avaliagdo ndo somente ao nivel génico
como também na identificacdo de Salmonella enterica sorovar Enteritidis em
amostras coletadas através de suabes (PAIAO, et al., em preparaco).

Os ensaios de m-PCR foram primeiramente ajustados em cepas
referéncias e isolados de Salmonella obtidos a partir de alimentos (Fig 14). Os
ensaios de m-PCR mostram a amplificacdo de apenas um fragmento para
Salmonella Infantis, Newport e Thiphimurium, como o esperado. Esta amplificagcédo
ocorreu gragas a presencga dos primers inv-A, que amplificam um fragmento de 796
pb, presente em todas espécies e serovares do género Salmonella. Este primer foi
desenhado a partir de uma seqiéncia especifica do gene inv que codifica um fator
de viruléncia especifica deste género bacteriano. Ja para Salmonella Enteritidis
ATCC e isolados a mesma banda de 796 pb foi observada e também uma banda
adicional de 316pb. Este fragmento é fruto da amplificagcdo pelos primers iE-1, que

codificam um gene especifico da Salmonella enterica sv Enterititdis.
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Figura 14 —  Eletroforese em gel de Agarose para m-PCR de culturas de Salmonella spp.
Linha 1: Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen); Linhas 2:
Salmonella entrica serovar Enteritidis (ATCC 13076); Linhas 3 and 4:
isolados de Salmonella Enteritidis. Linha 5: Isolado de Salmonella enterica
sv Infantis; Linha 6: isolado de Salmonella enterica sv Newport; Linha 7:
Salmonella enterica sv Thyphimurium (ATCC 14028); Linha 8: Controle
negativo de amplificacdo. Em seguida a padronizagdo da técnica, ensaios
foram feitos para deteccao de Salmonella spp e SE em frangos tratados com
prebidticos, probioticos e simbidticos.

Salmonella spp e Enteritidis ndo foram detectadas em amostras
coletadas de pintos de 1 dia (recém chegados do incubatério). Nas amostras
coletadas em frangos com 10 e 20 dias de idade a presenca de Salmonella foi
detectada (Tabela 7 e Figura 15). Dessas, 21 amostras apresentaram Salmonella
spp, sendo que 11 delas pertencem ao sorovar Enteritidis. No décimo dia, a
contaminacao com Salmonella spp e Enteritidis (n =12) foi maior que no vigésimo dia
(n=9). Aves tratadas com probidtico e simbidtico apresentaram essa tendéncia em
promover a redu¢ao na contaminagao por Salmonella, provavelmente devido ao fato
que pintainhos recém nascidos sejam mais susceptiveis a infecgdo por Salmonella,
ja que com o passar do tempo ha um aumento na resisténcia ao patégeno devido a
aquisigao gradual da imunocidade e estabelecimento dos microrganismos que
constituem a microbiota intestinal (SMITH; TUCKER, 1980). Ja no tratamento com
prebidticos isso ndo foi observado, sendo que aos 10 dias uma unica amostra se
mostrava infectada com Salmonella e que aos 20 dias trés amostras apresentaram
esta bactéria, indicando que este produto ndo beneficiou o desenvolvimento da
microbiota, como ocorrido para tratamento com probiético e simbidtico, conforme

demosntrado pela tabela 7.
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Tabela 7 — Incidéncia de Salmonellas nos diferentes tratamentos contendo aditivos.

Controle 0% 66% 50% 16% 50% 33% 16%
Avilamicina 0% 50% 0% 90% 16% 0% 16%
Simbiotico 0% 33% 16% 16% 16% 0% 16%
Prebidtico 0% 16% 0% 16% 50% 16% 33%
Probidtico 0% 33% 33% D% 16% 16% 0%

*O numero de coletas por tratamento foram (n=6).

6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19 20

5 2627 28 2930 31 3233 34 35 36 37

Figura 15 — Eletroforese em gel de agarose para amplificagdo por m-PCR amplification a
partir de suabes coletados em frangos com 10 dias de idade. Linha 1 e 21:
Marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen); Linhas 2 and 3:
Salmonella enterica sv Enteretides; Linha 4: controle negativo(sem DNA).
Linhas 5 a 10: amostras tratadas com probiotico; Linhas 11 a 16: amostras
tratadas com prebiodtico; Linhas17 a 23 (exceto 21) amostras tratadas com
simbiodticos; Linhas de 24 a 29: amostras tratadas com avilamycina; Linhas 29
a 35: Controle (sem aditivos) Linha 36 Salmonella enterica sv Enteretides;
Linha 37: Salmonella enterica sv Typhimurium.
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7 CONCLUSOES

Os frangos alimentados pelos bidticos ndo apresentaram diferencas
significativas em relagdo aos indices zotécnicos indicando que tanto os probidticos,
prebidticos e simbidticos podem substitir os promotores de crescimento sem alterar
quantitativamente o ganho de peso, consumo de racgdo, conversao alimentar,
viabilidade e rendimento de carcaca e cortes.

Os bidticos inibiram parcialmente o desenvolvimento da formagao
das carnes PSE ao relaciona-las com os resultados da oxidacao lipidica. Foi
detectada maior ocorréncia da oxidagdo no tratamento controle, sugerindo desta
forma valores caracteristicos das carnes PSE.

Finalmente, as aves alimentadas com ragao contendo os bidticos
mostraram-se efetivas ao controlar a contaminagao por Salmonella spp e Enteritidis
indicando que os frangos sob alimentagdo destas dietas obtiveram os mesmos

resultados que o tratamento com avilamicina.
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