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DINALLI, Verena Pereira. Caracteristicas produtivas, imunoldgicas e qualidade
da carne de frangos de corte alimentados com dietas adicionadas de farinha
de microalga (Chlorella vulgaris) e probiético. 2020. 121 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2020.

RESUMO

A Chlorella vulgaris, por possuir componentes com propriedades antioxidantes,
antimicrobianas e anti-inflamatdérias, e o probidtico, por inibir o desenvolvimento de
patdbgenos e manter equilibrada a microbiota intestinal, podem ser adicionados na
racdo, sendo alternativas funcionais e naturais, para melhorar a saude, o
desempenho das aves e a qualidade do produto final. Objetivou-se avaliar a adi¢éo
de diferentes niveis de inclusdo de farinha da microalga Chlorella vulgaris
associados ou ndo ao probiodtico sobre as caracteristicas produtivas, imunoldgicas e
na qualidade da carne de frangos de corte. Foram utilizados 1.040 pintainhos
machos da linhagem Cobb, com um dia de idade, por um periodo de 42 dias. Os
tratamentos experimentais consistiam na adigdo de diferentes niveis de inclusdo de
farinha da microalga Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50 e 1%) associados ou n&o
(0,02%) ao probidtico (2,5x10° UFC/g de Bifidobacterium bifidum, 2,6x10° UFC/g de
Enterococcus faecium,1,3x10° UFC/g de Lactobacillus acidophilus e 3,6x10° UFC/g
de Bacillus subtilis). Foi adotado um delineamento em blocos casualizados, em
arranjo fatorial 4X2 (niveis de inclusdo de Chlorella vulgaris x inclusdo ou néo de
probidtico). Os resultados mostram que na fase pré-inicial a adicdo de Chlorella
vulgaris proporcionou melhora linear na conversao alimentar, quando associada ao
probidtico aumentou linearmente o ganho de peso e teve efeito quadratico quando
nao associada e apenas 0 probiotico proporcionou menor ganho de peso. No
periodo de um a 35 dias e no periodo total de criagdo o probidtico melhorou a
conversdo alimentar. Foi observada interacao entre o nivel de 0,25% de Chlorella
vulgaris e probiético no periodo total de criacdo, melhorando o indice de Eficiéncia
Produtiva. A adicdo de Chlorella vulgaris aumentou linearmente a intensidade de
amarelo e o teor de acido a-linolénico na carne, teve efeito quadratico para o teor de
acido araquidénico e efeito linear decrescente sobre a relacdo 6mega 6/6mega 3. A
adicdo de probiodtico reduziu a capacidade de retencdo de agua e aumentou o teor
de acido araquidico. O peso do baco foi reduzido aos 43 dias de idade nas aves
alimentadas com probiodtico, a adicdo de Chlorella vulgaris aumentou linearmente o
titulo do anticorpo natural anti-KLH IgY e com a associacdo dos aditivos houve
aumento linear do anticorpo natural anti-KLH IgA aos 13 dias de idade. Apenas as
aves que receberam probidtico apresentaram reducdo do titulo do anticorpo
especifico anti-hemacia de carneiro IgA aos 21 dias de idade. Conclui-se que a
microalga Chlorella vulgaris melhorou o desempenho na fase pré-inicial, aumentou o
teor de acidos graxos polinsaturados, ndo comprometendo a estabilidade oxidativa
da carne, bem como contribuiu com o desenvolvimento da resposta imune aos 13
dias de idade. O probiético melhorou o desempenho de um a 35 dias e no periodo
total e contribuiu com o sistema de defesa das aves, sendo eficiente em manter
equilibrada a microbiota intestinal e proteger a mesma contra patdégenos. A
associacao dos aditivos melhorou o desempenho e foi benéfica ao desenvolvimento
do sistema de defesa das aves, podendo favorecer a maior produtividade das aves.

Palavras-chave: Acidos graxos. Aditivos. Aves. Desempenho. Imunologia.
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guality of broiler chickens fed diets with microalgae flour (Chlorella vulgaris) and
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ABSTRACT

The Chlorella vulgaris, has components with antioxidant, antimicrobial and anti-
inflammatory properties, and the probiotic, by inhibiting the development of
pathogens and keeping the intestinal microbiota balanced, can be added to the feed,
being functional and natural alternatives, to improve the health, the performance of
the birds and the quality of the final product. The objective was to evaluate the
addition of different levels of inclusion of flour from the microalgae Chlorella vulgaris
associated or not to the probiotic on the productive, immunological characteristics
and meat quality of broilers. A total of 1,040 one-day-old male Cobb broiler chickens
were used for a period of 42 days. The experimental treatments consisted of the
addition of different levels of inclusion of flour microalgae Chlorella vulgaris (0, 0.25,
0.50 and 1%) associated or not (0.02%) of probiotic (2,5x10° UFC/g of
Bifidobacterium bifidum, 2,6x10° UFC/g of Enterococcus faecium,1,3x10° UFC/g of
Lactobacillus acidophilus and 3,6x10° UFC/g of Bacillus subtilis). A randomized block
design in a 4X2 factorial arrangement (levels of inclusion of microalgae Chlorella
vulgaris x inclusion or not of probiotic) was adopted The results show that in the pre-
initial phase the addition of Chlorella vulgaris provided a linear improvement in feed
conversion, when associated with the probiotic it linearly increased the weight gain
and had a quadratic effect when not associated and only the probiotic provided less
weight gain. In the period of one to 35 days and in the total breeding period, the
probiotic improved the feed conversion. An interaction was observed between the
level of 0.25% of Chlorella vulgaris and probiotic in the total breeding period,
improving the Productive Efficiency Index. The addition of Chlorella vulgaris linearly
increased the yellow intensity and the a-linolenic acid content in the meat, had a
guadratic effect for the arachidonic acid content and a decreasing linear effect on the
omega 6 / omega 3 ratio. The addition of probiotic reduced the water holding
capacity and increased the content of arachidic acid. The spleen weight was reduced
at 43 days of age in birds fed with probiotic, the addition of Chlorella vulgaris linearly
increased the title of the natural anti-KLH IgY antibody and with the association of
additives there was a linear increase of the natural anti-KLH IgA antibody at 13 days
of age. Only birds that received probiotic showed reduced in the title of specific anti-
sheep red blood cell IgA antibody at 21 days of age. It is concluded that the
microalgae Chlorella vulgaris improved the performance in the pre-initial phase,
increased the content of polyunsaturated fatty acids, without compromising the
oxidative stability of the meat, as well as contributed to the development of the
immune response at 13 days of age. The probiotic improved the performance of one
to 35 days and in the total period and contributed to the defense system of the birds,
being efficient in keeping the intestinal microbiota balanced and protecting it against
pathogens.The association of the additives improved the performance and was
beneficial to the development of the defense system of the birds, being able to favor
the greater productivity of the birds.

Key- words: Fatty acids.Additives. Birds.Performance.Immunology.
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1 INTRODUCAO

Os aditivos utilizados na alimentagdo animal podem contribuir com
0s processos metabdlicos e digestibilidade dos nutrientes (GADIEV et al., 2019),
sendo estes, segundo a Instrucdo Normativa 44 de 15 de dezembro de 2015,
substancias, microrganismos ou produto formulado adicionado intencionalmente,
possuindo ou ndo valor nutritivo, que melhoram as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentacdo animal, estando diretamente relacionados com a saude e
producéo animal (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018). Ent&o, ha preferéncia no uso
de alimentos funcionais e naturais como aditivos nas ragdes, pois 0S mMesmos
possuem substancias benéficas com fungdes antibacterianas, anti-inflamatérias e
antioxidantes (HAYES et al., 2017), além de serem seguros e n&o toxicos (BAI et al.,
2018).

Neste aspecto, a adicdo de algas na alimentacdo de frangos de
corte tem sido cada vez mais estudada perante suas caracteristicas nutricionais
benéficas (ZHU et al., 2015), como as microalgas verdes (Chlorophyceae)
(ABDELNOUR et al., 2019). Entre as microalgas verdes, ha a Chlorella vulgaris, que
se destaca por suas propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias
(SEDIGHI et al., 2016), que ocasionam beneficios a producdo, saude animal e
gualidade do produto final (MADEIRA et al., 2017). A Chlorella tem mostrado
beneficios fisiologicos, antioxidantes, bioquimicos (LEE et al., 2010), imunoldgicos,
de crescimento e produtividade das aves (KIM; KANG, 2015). Além disso, apresenta
elevado potencial de crescimento (KOTRBACEK; DOUBEK; DOUCHA, 2015),
adaptabilidade as condicbes ambientais (SALVIA et al., 2014) e alta produtividade
(AN et al., 2016).

A Chlorella vulgaris pode ser utilizada como alimento funcional
(KANG; PARK; KIM, 2017), se destacando por ser constituida de alto teor de
proteina, polissacarideos, minerais, vitaminas (PRABAKARAN et al., 2018), acidos
graxos polinsaturados (FREITAS, 2017), pigmentos carotenoides (PASARIN;
ROVINARU, 2018; SILVA et al., 2019), compostos fendlicos (MUSZYNSKA et al.,
2018), fibras (KIM; KANG, 2015) e atividade prebidtica (CHOI et al., 2016) que
contribui com o aumento da diversidade microbiana benéfica do trato digestorio (EL-
ABD; HAMOUDA, 2017).



17

O probidtico também é um aditivo de interesse por ser um produto
natural, seguro e ndo toxico (BAI et al., 2018), sendo composto de culturas Unicas ou
mistas de microrganismos vivos (ADHIKARI; KIM, 2017) n&o patogénicos, que
mantém o equilibrio da microbiota intestinal, e dessa forma beneficiam a satde do
hospedeiro (WU et al., 2018). Diversas espécies sao utilizadas como probidticos,
entre elas Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium (SUGIHARTO, 2016),
Bacillus subtilis e Bifidobacterium bifidum (LUO et al., 2013).

O uso de probidtico na nutricdo animal € devido a sua capacidade de
inibir o desenvolvimento de patdégenos, por manter equilibrada a microbiota
intestinal, promovendo melhora na produtividade (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2018). O probidtico ativa o sistema imunolégico, aumenta a atividade de enzimas
digestivas (MOUSAVI; HOSSEINI; MIRHOSSEINI, 2018), afetando positivamente a
absorcao de nutrientes (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018), melhora a capacidade
antioxidante dos animais (GONG et al., 2018) e a qualidade da carne (LAN; LEE;
KIM, 2017).

Entdo, objetivou-se avaliar as caracteristicas produtivas,
imunoldgicas e de qualidade da carne de frangos de corte alimentados com dietas
adicionadas de diferentes niveis de inclusdo da microalga Chlorella vulgaris
associados ou ndao ao probidtico (Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,

Lactobacillus acidophilus e Bacillus subtilis).



18

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PANORAMA DA PRODUGAO DE CARNE DE FRANGO

A carne de frango tem se inserido progressivamente na alimentacao
da populagdo como uma das principais fontes de proteina de origem animal
(GIAROLA, 2017), além de apontar crescente consumo em relagdo as outras carnes
(MAPA, 2017).

Na década de 1970, a carne que ocupava a primeira posi¢cao entre
as carnes mais consumidas no Brasil era a bovina (65%), em sequéncia a suina
(27%) e em dltima posicdo, a carne de frango (8%). Entretanto, em 1980, um
aumento na demanda por carne de frango foi observado, e em 2005 a carne de
frango ultrapassou a demanda por carne bovina (OECD/FAQ, 2016).

O consumo brasileiro de carne de frango, portanto, continuava se
destacando em 2014, sendo a mais consumida (41,3kg/capita/ano), seguida pela
bovina (25,4kg/capita/ano) e suina (11,6kg/capita/ano), segundo dados da
Organization for Economic Co-Operation and Development - OECD/FAO (2016). De
acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2017), o
consumo de carne de frango tera um crescimento anual de 2,6% entre os periodos
de 2016/17 a 2026/27, previsto entdo, um aumento de 29,5% no consumo nos 10
anos seguintes.

A evolucao no crescimento da producéo de carne de frango também
podera ser notoria no periodo de 2018/19 a 2028/29, em que projeta uma taxa de
crescimento de producéo de 2,6%. Ainda, em 2028 o Brasil devera ocupar o primeiro
lugar nas exportacdes, seguido dos Estados Unidos e Unido Europeia (MAPA,
2019).

A producao de frango é uma maneira muito eficiente de se produzir
proteina de origem animal, pois requer pouco espaco e tempo de producao
(RONDON, 2008), além de contribuir com a economia do pais, com participacio em
torno de 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) (UBABEF, 2014), bem como,
proporciona a geracdo de aproximadamente 4,5 milhdes de empregos diretos e
indiretos (CRUZ; TEIXEIRA; PAVAN, 2016).

O grande desenvolvimento do setor avicola brasileiro impulsionou

sua expansao no mercado interno e externo, sendo o Brasil, em 2018, o primeiro
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pais exportador de carne de frango (3,687 milhdes de toneladas), seguido dos
Estados Unidos (3,244 milhdes de toneladas) e Unido Europeia (1,429 milhdes de
toneladas) e o segundo maior produtor (13,355 milhdes de toneladas), na sequéncia
dos Estados Unidos (19,361 milhdes de toneladas), seguido da Unido Europeia
(12,200 milhdes de toneladas) (USDA, 2019).

A maior parte da producgao brasileira, 66,9%, se destina ao mercado
interno e 33,1% se destina as exportacdes como cortes (63%), inteiros (29%),
salgados e industrializados (3%) e embutidos (2%) (ABPA, 2018). O estado que
mais se destacou em 2017 quanto ao abate de frangos, representando 34,32% do
total, e quanto a exportacéo, com participacdo em 37,20%, foi o Parana, seguido por
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (ABPA, 2018).

A demanda do mercado interno por carne de frango € crescente
(GARCIA et al., 2018), visto que o consumo desta carne apresentou aumento no ano
de 2017 em relacdo ao ano anterior, no qual o consumo per capita era de
41,10kg/habitante e em 2017 o consumo per capita foi de 42,07kg/habitante (ABPA,
2018). Este fato pode ser consequéncia da escolha pelos consumidores por uma
carne com preco mais acessivel (TRAVASSOS; COELHO, 2017) e por ser saudavel,
com menor teor de gordura (FIGUEIREDO JUNIOR et al., 2017).

Os avancos do setor avicola no mercado interno e externo Sao
decorrentes de melhorias na genética, tecnologia, nutricdo, manejo e sanidade das
aves. Além disso, fatores como a qualidade do produto final e custo baixo
contribuem com a importante posicdo do Brasil como maior exportador. Entdo, o
desenvolvimento de pesquisas para o aprimoramento do setor avicola é fundamental
para que o Brasil permaneca em progresso como um dos maiores exportadores e
produtores de carne de frango (SCHMIDT; SILVA, 2018).

2.2 MICROALGA CHLORELLA VULGARIS

Microalgas € o termo designado aos microrganismos algais que
possuem pigmentos fotossintéticos e clorofila a (DERNER et al., 2006), bem como
produzem oxigénio absorvendo dioxido de carbono como fonte de alimento (SAFI et
al., 2014), sendo caracterizadas por serem microscopicas (SWIATKIEWICZ;
ARCZEWSKA-WLOSEK; JOZEFIAK, 2015). As microalgas podem ser encontradas

principalmente em agua salgada ou doce e em diferentes tipos de solo, podendo se
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desenvolver em ambientes com pouca agua, nutrientes e diéxido de carbono, além
disso, possuem a capacidade de se adaptar as diversas condi¢des ambientais de
luz, temperatura, salinidade, pH e umidade (SILVA et al., 2019).

Estes microrganismos podem ser divididos em Bacillariophyta
(diatomaceas), Chlorophyta (algas verdes), Chrysophyta (algas douradas) e
Cyanophyta (algas verde-azuladas), sendo um grupo de algas constituido de
aproximadamente 200.000 espécies (BLEAKLEY; HAYES, 2017), visto que o0s
fatores determinantes para a classificacdo destes microrganismos sdo 0s
constituintes da parede celular, produtos de reserva, tipos de pigmentos, aspectos
citolégicos e morfolégicos, como células flageladas. Ainda, microalgas abrangem
organismos compostos por dois tipos de estrutura celular: procariética, como as
cianobactérias (Cyanophyta), e eucaridtica, como Chlorophyta, Euglenophyta,
Rhodophyta, Heterokontophyta (Bacillariophyceae, Chrysophyceae, Xantophyceae)
e Cryptophyta (DERNER et al., 2006).

As microalgas podem ser utilizadas na nutricgdo animal por serem
fonte de carboidratos de facil digestibilidade, compostas de 85% de lipideos, entre
eles o acido eicosapentenoico (EPA) e o docosahexaenoico (DHA) (HAYES et al.,
2017), por possuir proteinas, aminoacidos, carotenoides, vitaminas e por exercer
atividade antioxidante antibacteriana, anti-inflamatéria e antiviral, ja sendo utilizadas
na alimentacdo humana (SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK; JOZEFIAK,
2015).

As microalgas verdes (Chlorophyceae) podem ser utilizadas como
aditivo na alimentacdo animal (ABDELNOUR et al., 2019), contribuindo com a
produtividade, pois ocasiona melhora na resposta imunolOgica, resisténcia as
doencas, possuem acao antibacteriana, além de proporcionar o desenvolvimento de
bactérias benéficas. Como também, podem afetar positivamente a qualidade da
carne dos animais, por conterem quantidades relevantes de minerais, vitaminas,
acidos graxos polinsaturados e carotenoides (MADEIRA et al., 2017).

O género Chlorella, composto por algas verdes unicelulares, de
reproducdo assexuada, representante do fitoplancton de lagos, lagoas e até mesmo
encontrado em solos, se destaca pela alta producdo de biomassa (KATIYAR et al.,
2017), sendo utilizado como aditivo na alimentacdo humana e animal (KANG et al.,
2013), na industria farmacéutica e cosmética, por possuir componentes de interesse

como proteinas, minerais, vitaminas, polissacarideos, compostos
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imunoestimuladores (NICOLETTI, 2016), acidos graxos polinsaturados e pigmentos
carotenoides (BLEAKLEY; HAYES, 2017).

Este género ainda pode ter aplicacbes como biofertilizante,
biocombustivel, (KANG et al., 2013), para tratamento de &aguas residuais
(BLEAKLEY; HAYES, 2017), visto que existe em torno de 8000 espécies que
constitui o grupo das algas verdes (KENNETH et al., 2001). A produgdo em larga
escala de microalgas come¢ou no Japao no inicio dos anos 60 com a microalga
Chlorella, utilizada como aditivo alimentar (BUONO et al., 2014).

A Chlorella vulgaris, microalga verde unicelular comumente
encontrada em agua doce (CHENG et al., 2016), mas também encontrada em agua
salgada (SEDIGHI et al., 2016), pertence ao filo Chlorophyta (PRABAKARAN et al.,
2018), despertou grande interesse em sua utilizagdo devido ao seu elevado
potencial de crescimento, valor nutricional, resisténcia as condicbes ambientais de
temperatura, luz, pH e CO, (KOTRBACEK; DOUBEK; DOUCHA, 2015). Como
também, devido a facilidade de cultivo e alta produtividade (AN et al., 2016), com
producéo anual de 4.000 toneladas (MORAIS et al., 2015).

Esta microalga contém em torno de 60% de proteina (SALVIA et
al.,2014), podendo conter até 62% de proteina (GADIEV et al.,, 2019), 1-4% de
clorofila, 9-18% de fibra, vitaminas e minerais (RANI, SANDAL; SAHOO, 2018),
como vitamina A e C (SALVIA et al., 2014), potassio, sédio, magnésio, ferro, calcio
(BLEAKLEY; HAYES, 2017) e selénio (EL-ABD; HAMOUDA, 2017).

Na composicdo da Chlorella vulgaris ainda ha aminoacidos
essenciais (PRABAKARAN et al., 2018), como lisina (3,5-8,2 g/ 100 g de proteina),
metionina (0,60-5,80 g/ 100 g de proteina), triptofano (0,1-2,30 g/ 100 g de proteina),
treonina (4,10-6,20 g/ 100 g de proteina), arginina (4,70-7,38 g/ 100 g de proteina),
valina (2,85-7,8 g/ 100 g de proteina), histidina (1,0-3,5 g/ 100 g de proteina) e
fenilalanina (2,0-9,60 g/ 100 g de proteina) (AHMAD et al., 2018).

A Chlorella vulgaris também é composta de amido, polissacarideo
encontrado em maior quantidade nesta alga, ademais é composta de celulose,
polissacarideo encontrado na parede celular da Chlorella, e $1-3 glucano (SAFI et
al., 2014). A parede celular da Chlorella vulgaris também € constituida de
mananoligossacarideo (REZVANI; ZAGHARI; MORAVEJ, 2012), ramnose,
galactose, glicose, xilose, arabinose e manose (SAFI et al., 2014)0, contendo 30%
de carboidratos (GADIEV et al.,2019).
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O B- glucano possui diversos beneficios para a saude e
desempenho animal por diminuir o estresse, atuar como prebidtico e regular niveis
de acucar no sangue (OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO, 2019). O B-1,3-glucano
pode contribuir com a melhora da imunidade inespecifica, pois aumenta o
mecanismo de defesa do hospedeiro, resisténcia contra infec¢do, e entdo acarreta
em melhor taxa de crescimento, menor indice de mortalidade (MOON et al., 2016), e
ainda pode sequestrar radicais livres (MALIWAT et al., 2016).

A microalga Chlorella também contribui com a saude e produtividade
de frangos de corte por exercer atividade antimicrobiana por produzir clorelina, uma
substancia toxica com fungéo antibacteriana, sendo que protege a microflora contra
agentes patogénicos (KIM; KANG, 2015), e por apresentar atividade prebidtica
(CHOI et al., 2016).

A atividade prebidtica da Chlorella vulgaris pode estar relacionada
aos polissacarideos que a compde, como mananoligossacarideo (REZVANI;
ZAGHARI; MORAVEJ, 2012), ramnose, galactose, glicose, xilose, arabinose,
manose e B1-3 glucano (SAFI et al., 2014), aléem de fibras (KIM; KANG, 2015), e
contribui com o aumento da diversidade microbiana do trato digestério (EL-ABD;
HAMOUDA, 2017). Os microrganismos presentes na flora intestinal sédo capazes de
digerir componentes da alga, logo a eficiéncia digestiva dos animais pode ser
aumentada, o0 que acarreta também no aumento de bactérias benéficas (KANG;
PARK; KIM, 2017).

Os prebioticos, ingredientes alimentares ndo  digeriveis
(SUGIHARTO, 2016), sao resistentes as enzimas do trato gastrintestinal superior,
sendo fermentados no intestino grosso (PATEL; GOYAL, 2012), servindo como fonte
de alimento para bactérias benéficas (ADHIKARI; KIM, 2017), como microrganismos
produtores de acido organico, principalmente &cido latico e acético (SILVA;
NORNBERG, 2003).

O prebidtico funciona como substrato seletivo para bactérias
benéficas (PAN; YU, 2014), fornecendo nutrientes e energia (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2018), consequentemente melhora integridade da mucosa intestinal
(FURLAN; MACARI, LUQUETTI, 2004). Assim, também contribui com a formacéo da
microbiota intestinal, que é fundamental para a digestdo e conversao alimentar das
aves, favorecendo a maior produtividade (TORRES-RODRIGUEZ et al, 2007), além
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de proporcionar a reducdo do crescimento de diversas bactérias patogéncias
intestinais (SHANMUGAPRIYA et al., 2015).

Os prebidticos também conseguem alterar a microbiota intestinal por
meio do reconhecimento, pelo patégeno, de sitios de ligacdo nos agucares dietéticos
como sendo da mucosa intestinal (FURLAN; MACARI; LUQUETTI, 2004). As
bactérias patogénicas conseguem colonizar a mucosa intestinal e exercer sua
condicdo patologica por se adererirem ao epitélio por meio de fimbrias (SILVA,
NORNBERG, 2003), as quais reconhecem polissacarideos da superficie do epitélio,
logo o prebidtico, polissacarideo dietético, pode se ligar ao patdgeno, nao se ligando
a mucosa intestinal. Dessa forma, € entdo eliminado com a digesta, mantendo a
integridade da mucosa intestinal, com menor indice de incidéncia de infec¢bes e
desenvolvimento de patdégenos (FURLAN; MACARI; LUQUETTI, 2004).

A pigmentacao das algas verdes é proveniente de pigmentos como a
clorofila a e b, B-caroteno e xantofilas (KADAM; TIWARI; O’'DONNELL, 2013), além
de possuirem outros carotenoides amarelos e laranjas, importantes para a
fotossintese e protecdo de estruturas celulares contra radicais livres (KOTRBACEK;
DOUBEK; DOUCHA, 2015).

Os carotenoides estdo presentes em todas as algas e é sabido que
0S animais ndo sintetizam carotenoides, e sim, os acumulam em seu organismo,
resultando em produtos finais pigmentados (VAQUERO; HAYES, 2015). Os
carotenoides que constituem a Chlorella vulgaris, a qual contém 1,2 a 1,3% de
carotenoides na matéria seca (SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK;
JOZEFIAK, 2015), sdo a luteina, astaxantina, fucoxantina, B-caroteno e cantaxantina
(PASARIN; ROVINARU, 2018), além de clorofila a e b e feofitina a (SILVA et al.,
2019).

O carotenoide de maior importancia é o p-caroteno, reperesentando
0,1 a 0,2% da matéria seca, também conhecido como provitamina A, o qual é
primordial na protecédo de células e tecidos contra os efeitos prejudiciais de radicais
livres, comprovando sua atividade antioxidante. Dessa forma, mantém a homeostase
das estruturas celulares e a resisténcia as doencas (KOTRBACEK; DOUBEK;
DOUCHA, 2015).

Assim, os carotenoides também desempenham funcdo antioxidante
(VAQUERO; HAYES, 2015), pois as algas em geral possuem sistema defensivo
devido a exposicao a radicais livres em seu ambiente (BLEAKLEY; HAYES, 2017). A
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Chlorella vulgaris também possui em sua composi¢cdo compostos fendlicos (acido
salicilico, &cido trans-cinamico, &cido clorogénico, acido cafeico, &cido p-
hidroxibenzdico, acido p-ocamarico, acido cinamico, epigalocatequina galato e
apigenina) (MUSZYNSKA et al., 2018), equivalentes a 41 mg/g de matéria seca da
alga (EL-ABD; HAMOUDA, 2017), como resultado das reacfes de defesa as
condigdes adversas do meio ambiente (SILVA et al., 2010).

Estes compostos fendlicos também desempenham atividade
antioxidante por proteger estruturas celulares, como membranas celulares,
proteinas, enzimas, lipidios contra danos oxidativos, neutralizando os radicais livres
(MUSZYNSKA et al., 2018). A microalga pode apresentar, portanto, 29,29% de
atividade antioxidante (EL-ABD; HAMOUDA, 2017).

A microalga Chlorella vulgaris é constituida também de acidos
graxos polinsaturados essenciais, prevalecendo maiores teores de acido a-
linolénico, em torno de 27%, enquanto que o acido linoleico predomina em torno de
24% (FREITAS, 2017). Estes acidos graxos sdo beneficiadores da saude do
hospedeiro (NOVELLO et al., 2008), visto que os acidos graxos da familia 6mega 3
exerce importante funcédo na diminuicdo de ocorréncia de doencas cardiovasculares
e degenerativas (BONOS et al., 2016), além de aumentar a producdo de mediadores
anti-inflamatoérios (PERINI et al., 2010) e os acidos graxos da familia 6mega 6
associam-se a reacao inflamatoria, permeabilidade dos vasos, bem como
viscosidade sanguinea (MORAES; COLLA, 2006).

Por estas caracteristicas, a suplementacéo de dietas com Chlorella
pode implicar em inumeros beneficios fisioldgicos, antioxidantes, bioquimicos (LEE
et al., 2010), além de beneficios imunologicos, sendo que pesquisas tém estudado
cada vez mais o potencial desta microalga no crescimento e produtividade das aves
(KIM; KANG, 2015). Logo, a alga Chlorella vulgaris pode ser utilizada em racfes
para aves (SALVIA et al., 2014) como um alimento considerado funcional devido aos
seus componentes (OH et al., 2015) que exercem atividade antioxidante,
antimicrobiana e anti-inflamatéria (PRABAKARAN et al., 2018).
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2.3 PROBIOTICO BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM, ENTEROCOCCUS FAECIUM, LACTOBACILLUS

ACIDOPHILUS E BACILLUS SUBTILIS

O termo probidtico é designado aos microrganismos vivos, nao
patogénicos (MOUSAVI; HOSSEINI; MIRHOSSEINI, 2018), de cultura Unica ou
mista (ADHIKARI; KIM, 2017) que quando administrados em quantidades
adequadas proporcionam o equilibrio da microbiota intestinal por reduzir os
microrganismos patogénicos e induzir a proliferacdo de microrganismos benéficos.
Assim, o probidtico ocasiona beneficios a salde do hospedeiro (MAHFUZ et al.,
2017).

A melhora ocasionada pelos probidticos na saude dos animais é
devido ao equilibrio e protecdo da microbiota intestinal, acarretando melhora na
produtividade e imunidade (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018). Os probioticos
também melhoram a conversdo alimentar, aumentam ganho de peso, diminuem as
taxas de mortalidade (PARK et al.,, 2016), aumentam a atividade de enzimas
digestivas como lipase, protease e amilase (BORDA-MOLINA; SEIFERT; SILVA,
2018), e vitaminas como as do complexo B (DERAZ; ELKOMY; KHALIL, 2019).

O desequilibrio da microbiota, seja por mudanca de dieta, alteracdes
climaticas ou doencas (LEMOS et al., 2016), compromete a salude e desempenho
animal (NEVOA et al., 2013), pois a integridade intestinal € comprometida o que
diminui a superficie de absorcéo, e também aumenta a exposicdo de antigenos e
permeabilidade intestinal. Com isso, h& a transferéncia de bactérias e seus produtos
metabolicos para a circulacdo, o que ocasiona aumento das respostas inflamatérias
com consequente piora no desempenho animal (GADDE et al., 2017).

Além disso, manter o equilibrio da microflora benéfica € fundamental
para auxiliar na ativacdo das respostas adaptativas e inatas, bem como para a
formacdo e desenvolvimento do sistema imune intestinal (AL-KHALAIFAH, 2018), e
ainda participa da renovacao intestinal, proprociona resisténcia a ave contra
patégenos intestinais (BUCHON et al.,, 2009), regula a eficiéncia absortiva,
maturidade intestinal e possui a capacidade de aproveitar alguns nutrientes que sao
pouco digestiveis pelas enzimas endbégenas do animal (AMIT-ROMACH; SKLAN;
UNI, 2004).

Entdo, é possivel manipular a microbiota intestinal por meio da dieta,

favorecendo o desenvolvimento de microrganismos benéficos (SUGIHARTO, 2016),
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mantendo a integridade do epitélio intestinal, que € fundamental para a saude do
animal, pois procede como uma barreira natural contra bactérias patogénicas, assim
como, substancias toxicas presentes no lumen intestinal (SHANMUGAPRIYA et al.,
2015). E visto que a microbiota intestinal é composta pelos primeiros
microrganismos que a colonizam, permanecendo geralmente ao longo da vida do
hospedeiro (SILVA; ANDREATTI FILHO, 2000), sendo a microbiota do pintainho,
ainda imatura e com baixa diversidade de microrganismos (MACARI; LUNEDO;
PEDROSO, 2014), formada ap6s a eclosdo, pois jA na superficie do ovo séo
encontrados microrganismos transmitidos pelo intestino da galinha (DIAZ-LOPEZ;
ANGEL-ISAZA; ANGEL, 2017), além do contato com ragdo, agua, cama e seres
humanos (MACARI; LUNEDO; PEDROSO, 2014).

Um meio utilizado na producdo avicola para prevenir doenca e
melhorar a producdo é o uso de antibidticos, porém o uso excessivo dos mesmos
pode desencadear o desenvolvimento de bactérias resistentes, com desequilibrio da
flora intestinal (KAOUD, 2012), além de deixarem residuos na carne (FARIA FILHO
et al., 2006).

Assim, o setor avicola tem buscado por alternativas aos antibioticos
diante da descoberta de aditivos alternativos (BAI et al., 2016a), particularmente
produtos naturais por serem seguros e nao toxicos (BAI et al., 2018), pois a maneira
como 0s animais séo criados e como isto pode interferir na qualidade do produto
final é de extrema importancia (FARIA FILHO et al., 2006). Dessa forma, o uso de
probidtico torna-se uma alternativa em dietas de aves (BAI et al., 2016a).

Os probioticos também podem melhorar a capacidade antioxidante
dos animais por eliminar o excesso de espécies reativas de oxigénio (GONG et al.,
2018), logo afetam positivamente o desempenho e a qualidade da carne dos animais
(LAN; LEE; KIM, 2017). O uso de probidticos também €é vantajoso, pois 0S mesmos
nao sao prejudiciais as carcacas das aves, ndo deixam residuos e ndo sdo incomuns
ao trato gastrintestinal (KOSMANN, 2018).

A utilizacdo de uma mistura de microrganismos como probidtico
pode ser mais eficaz do que o0 uso de apenas uma espécie, pois podem ocorrer
interacdes sinérgicas (BOSTAMI et al., 2015).

Para que um probidtico seja utilizado na nutricdo animal é
necessario que nao seja patogénico, toxico, seja benéfico ao animal, apresentar-se

estavel e viavel por periodos de armazenamento (ADHIKARI; KIM, 2017), ser
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resistente as condi¢fes do trato gastrintestinal como enzimas digestivas (MOUSAVI;
HOSSEINI; MIRHOSSEINI, 2018), baixo pH e sais biliares, sendo capaz de se aderir
ao epitélio intestinal e dessa forma disputar com microrganismos patogénicos pela
colonizagao no trato gastrointestinal (PARK et al., 2016).

As maneiras como 0s probidticos agem na inibicdo de patégenos, a
fim de exercer todos os beneficos na salde do hospedeiro, é por meio de
competicdo por nutrientes, producdo de substancias bacteriostaticas, assim como,
disputa pelos sitios de ligacdo no epitélio intestinal (DERAZ; ELKOMY; KHALIL,
2019), producdo de acidos graxos volateis e bacteriocinas, compostos toxicos aos
patégenos, e por meio de estimulacéo do sistema imune (AL-KHALAIFAH, 2018).

As bactérias conseguem se ligar aos sitios de ligacdo na mucosa
intestinal, competindo assim por espaco, pela ligacdo do glicocalix ou fimbrias das
bactérias, formadas por polissacarideos, com o glicocélix dos enterdcitos (MACARYI,
FURLAN; GONZALES, 2002). Entdo, quando o probidtico € adicionado a racao
podem se multiplicar no intestino, bloqueando os sitios receptores (MIRZA, 2018)
por se ligarem ao glicocalix dos enterdcitos, podendo inibir a aderéncia de bactérias
patogénicas ao enterdcito (FURLAN; MACARI, LUQUETTI, 2004).

O pH do lumen também influencia na competicdo por sitios de
ligacédo, pois um pH baixo favorece a sobrevivéncia de bactérias benéficas, como
Lactobacillus, o que afeta a adesdo do microrganismo ao epitélio, assim como sua
resisténcia a um meio acido. Portanto, mais bactérias benéficas conseguem se ligar
ao epitélio intestinal, excluindo outras patogénicas, como Salmonella e Escherichia
coli (AL-KHALAIFAH, 2018).

A proliferagcdo de microrganismos patogénicos também € contida
pelos probioticos por meio da competicdo por nutrientes no limen intestinal, pois 0s
probidticos se alimentam de ingredientes parcialmente degradados por enzimas
digestivas, como os prebidticos, adicionados a dieta, e assim menos nutrientes
estardo disponiveis, ocasionando deficiéncia nutricional para bactérias patogénicas
(KOSMANN, 2018).

Os probiéticos também produzem bacteriocinas, as quais possuem
efeito antibidtico, pois estas substancias proteicas tém acao local, atuando na
permeabilidade da membrana da bactéria, o0 que ocasiona a desestabilizacdo da

mesma e, consequentemente, morte (WULFF, 2015).
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Além das bacteriocinas, o0s probi6ticos também produzem
substancias como o peroxido de hidrogénio, acidos organicos volateis (MIRZA,
2018) como &cido latico, acético, propidnico e butirico (SILVA; ANDREATTI FILHO,
2000) a partir de ingredientes alimentares parcialmente absorvidos, no caso
prebidticos, que inibem o crescimento de bactérias patogénicas (ANDREATTI
FILHO; SAMPAIO, 1999).

Os acidos organicos, além de reduzirem o pH, tornando o ambiente
desfavoravel para bactérias patogénicas, também inibem o transporte ativo do
excesso de protons internos, o que resulta em deplecao de energia celular, pois
requer consumo celular de adenosina trifosfato (ATP) (VIECO-SAIZ et al., 2019),
uma vez que os acidos penetram na parede celular da bactéria e produz ions H”,
destruindo a fisiologia interna da célula bacteriana (AL-KHALAIFAH, 2018). Assim,
afetam a parede celular bacteriana, sintese proteica e replicacdo e afetam a
membrana citoplasmatica, ocasionando a morte dos patdégenos (VIECO-SAIZ et al.,
2019).

Os acidos organicos sao toxicos para patogenos e em pH baixo, por
estarem na forma nao dissociada, ha maior penetracdo na célula bacteriana, o que
aumenta a toxidade (SHARMA et al., 2018).

Os acidos graxos de cadeia curta (butirato, propionato e acetato)
também séo utilizados como fontes de energia nos tecidos, com isso 0s probioticos
podem estimular o crescimento animal pelo aumento da producédo destes acidos e
pela regulacdo seletiva da sinalizacdo da insulina nos tecidos (ADHIKARI; KIM,
2017).

A utilizacdo de butirato em aves ja demonstrou efeitos positivos ao
partilhar nutrientes dos tecidos adiposos e do figado para os musculos pela
regulacdo positiva dos receptores de insulina (ADHIKARI; KIM, 2017). Entdo, os
acidos graxos volateis produzidos por bactérias podem ser absorvidos e
metabolizados pelo hospedeiro, a fim auxiliar nas necessidades energéticas do
organismo (MIRZA, 2018).

As bactérias produtoras de acido latico como probidtico também
possuem a capacidade de agir como barreira no trato gastrintestinal, neutralizando e
diminuindo as micotoxinas, por se ligarem as mesmas, sequestrando-as e

aumentando sua excrecéao pelas fezes (VIECO-SAIZ, et al., 2019).
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Os microrganismos mais utilizados como probiodticos na nutricdo de
aves sao pertencentes aos géneros Bacillus, Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Bifidobacterium, Aspergillus, Candida e Saccharomyces (GONG et
al., 2018), sendo diversas as espécies consumidas como probiéticos de tais
géneros, entre elas Lactobacillus acidophilus, Enterococcus faecium (SUGIHARTO,
2016), Bacillus subtilis e Bifidobacterium bifidum (LUO et al., 2013).

Bifidobacterium é um grupo de bactérias anaerdbicas, iméveis, ndo
formadoras de esporos, gram-positivas, encontradas na forma de bastonetes curvos,
caracterizadas por uma bifurcagdo em forma de Y (MONFERDINI; DUARTE, 2010).
Sao habitantes naturais do intestino das aves e produzem &cido acético e latico por
meio da fermentacdo de aclUcares (BARBOSA et al., 2011), sendo também
pertencente ao grupo de bactérias produtoras de acido latico (AL-KHALAIFAH,
2018).

Estas bactérias por produzirem acido acético e latico, diminuem o pH
do meio, exercendo atividade antibacteriana (MISRA; KUILA, 1991, GIBSON;
ROBERFROID, 1995), com retardo no desenvolvimento de microrganismos
maléficos como Escherichia coli, Clostridium e Salmonella (MONFERDINI; DUARTE,
2010). Bifidobacterium também diminui o potencial oxirreducdo como acao
antibacteriana no intestino, inibindo a proliferacéo de patdégenos (DRIESSEN; BOER,
1989, DUNCAN; EDBERG, 1995).

Outras maneiras utilizadas pelas Bifidobactérias para evitar a
colonizacdo por bactérias patogénicas no intestino sdo pela producdo de
bacteriocinas, substancia antimicrobianas, pela competicdo por nutrientes essenciais
e por se ligarem a sitios de ligacéo no epitélio intestinal (BARBOSA et al., 2011).

A espécie Bifidobacterium bifidum possui a capacidade de se
estabelecer na microbiota intestinal por sobreviver a passagem pelo trato
gastrintestinal, pois € revestida de exopolissacarideos, que aumenta sua funcéo
antibacteriana (QUIGLEY, 2017), sendo o mesmo um composto eficaz em inibir
toxinas bacterianas. Bactérias do acido latico produzem expolissacarideos (VIECO-
SAIZ et al., 2019), como bactérias do género Lactobacillus e Bifidobacterium (RUAS-
MADIEDO et al., 2006).

Estes exopolissacarideos sdo polissacarideos extracelulares (KANG
e COTTRELL, 1979) localizados na superficie das bactérias (RUAS-MADIEDO et al.,

2006) que contribuem com a adesédo e reconhecimento do microrganismo no epitélio
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intestinal (DUBOC; MOLLET, 2001) e com a maior capacidade de sobrevivéncia das
bactérias a passagem pelo trato gastrintestinal (PATEL; PRAJAPATI, 2013).

Ainda, a bactéria Bifidobacterium bifidum proporciona a sintese de
vitaminas do complexo B e assegura a regularidade do peristaltismo do intestino
(MONFERDINI; DUARTE, 2010), visto que devido a producdo de acido acético e
latico ocorre 0 aumento do peristaltismo do intestino, contribuindo para a remocédo de
patdgenos (LAROIA; MARTIN, 1990, DUNCAN; EDBERG, 1995).

O género Lactobacillus, por sua vez, é o principal representante das
bactérias acido laticas, corresponde as bactérias anaerObicas facultativas
(MONFERDINI; DUARTE, 2010), gram-positivas, nao formadoras de esporos
(DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017) e que nao possuem flagelos. S&o
encontradas na forma bacilar ou cocobacilar (SILVA, 2016) e produzem &cido latico
como principal produto do metabolismo de carboidratos (MUHAMMAD; AHMAD;
SHAH, 2018). Este género contribui também com o desempenho animal por
produzirem enzimas digestivas (ZHANG et al., 2015).

Este género também aumenta a atividade de macrofagos, ativa
células natural Killer, aumenta os niveis de anticorpos e estimula a producdo de
interferon, agindo como imunomodulador. Ainda, reduz os efeitos nocivos de
espécies reativas ao oxigénio, por produzir catalase, impedindo a formacédo de
radicais peroxil, destruindo o peroxido de hidrogénio, como também, glutationa e
tiorredoxina (DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017).

Lactobacillus acidophilus, encontrado no trato gastrointestinal das
aves (ALLEGRETTI, 2009), é capaz de sobreviver a passagem pelo trato
gastrintestinal devido a sua resisténcia a acido e sais biliares, sendo que produz
acido latico, acético (ANTUNES, 2017) e peréxido de hidrogénio, o que inibe a
colonizacdo de patdgenos no intestino como Staphylococcus aureus, Salmonella e
Escherichia coli (MONFERDINI; DUARTE, 2010).

Além disso, o0 Lactobacillus acidophilus também produz a
bacteriocina lactacina B, proteina antimicrobiana, com efeito inibitério no crescimento
de microrganismos patogénicos (GASPAR et al., 2018), sintetiza niacina, acido
félico, riboflavina e vitamina K (SILVA, 2016).

Enterococcus, outro género de microrganismos utilizado como
probidtico na nutricdo animal, também pertencente ao grupo de bactérias do &cido
latico (DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017), é formado por bactérias gram-
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positivas, com forma esférica ou ovoide, méveis, apresentando flagelos reduzidos
(ALLEGRETTI, 2009), ndo formam esporos, é anaerdbico facultativo, e produz &cido
latico como principal produto da fermentacdo da glicose (TEIXEIRA, MERQUIOR,
2013), bem como enterocinas, bactericionas produzidas por Enterococcus
(VASILCHENKO; ROGOZHIN; VALYSHEV, 2017).

Enterococcus, assim como Bacillus, ndo possuem fimbrias, logo néo
se aderem ao epitélio, entretanto sdo produtores de bacteriocinas, que inibem o
desenvolvimento de bactérias patogénicas, como Salmonella e Clostridium, e
também hidrolisam compostos que nutrem bactérias benéficas, como Lactobacillus
(MACARI; LUNEDO; PEDROSO, 2014).

Enterococcus faecium é encontrado naturalmente no trato
gastrintestinal de animais (DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017), utilizado na
nutricio de frangos de corte como probidtico devido ao seu efeito no
desenvolvimento de 6rgaos imunoldgicos, aumento da area de absorcéo intestinal e
fungéo antioxidante (ZHENG et al., 2016). Também € caracterizado por aumentar a
resisténcia a infeccao e estimular o metabolismo e a biossintese de aminoacidos que
contenham enxofre e 0 metabolismo da glicina, serina, treonina e tirosina (OGNIK et
al., 2017).

Esta bactéria também pode se desenvolver em ambientes de baixo e
alto pH e em ambientes de altas temperaturas, sendo resistentes a sais biliares
(JOHNSON, 2017). Bem como, apresentam tempo de reproducao rapido, superior
aos Lactobacillus e Bifidobacterium, assim como a colonizacdo nas paredes
intestinais, logo inibe com eficiéncia os patdgenos intestinais (REDONDO, 2008).

O microrganismo Bacillus subtilis, também considerado bactéria
produtora de &acido latico (AL-KHALAIFAH, 2018), é uma bactéria gram-positiva,
aerobica ou anaerdbica facultativa (MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018),
encontrada na forma de bacilos (WULFF, 2015).

Este microrganismo apresenta vantagens quanto ao seu uso como
probidtico pela sua capacidade de esporular, conferindo maior sobrevivéncia durante
a passagem pelo trato digestério (COPPOLA; TURNES, 2004) e pelo rapido
crescimento (GAO et al.,, 2017). Os esporos do probidtico Bacillus subtilis séo
resistentes a baixo pH, atingindo o intestino em grandes quantidades (WULFF,
2015).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mingmongkolchai%2C+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Panbangred%2C+W
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Bacillus subtilis possui capacidade de tornar o intestino anaerdbico
apos sua germinagdo, ocorrendo exclusdo competitiva de bactérias patogénicas
(JEONG; KIM, 2014). Isto ocorre por ser uma bactéria aerébica, que necessita de
grande quantidade de oxigénio, enquanto se reproduz no trato intestinal, restringindo
o crescimento de bactérias aerébicas patogénicas (GAO et al., 2017).

Ainda, o probiético possui a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos  (lipopeptideos, surfactina, bacteriocinas) contra patdégenos
(MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018) e acidos orgéanicos (propibnico,
acético, butirico e latico) (ANDREATTI FILHO; SAMPAIO, 1999), responséaveis pela
reducdo do pH e exclusdo competitiva de microrganismos patogénicos
(MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018).

O probidtico Bacillus subtilis também apresenta caracteristicas de
interesse a nutricdo de frangos de corte, por influenciar positivamente o
desempenho zootécnico (ZHANG; KIM, 2014), por melhorar a digestibilidade e
absorcdo de nutrientes e produzir enzimas como amilase, protease, lipase, fitase,
celulase e xilanase (MINGMONGKOLCHAI; PANBANGRED, 2018).

Além disso, o probidtico Bacillus subtilis aumenta a resposta
imunolégica (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018), pois a influéncia dos probiéticos no
sistema imune dos animais esta relacionada ao aumento do numero de anticorpos,
ativacao de macrofagos e aumento de células T, bem como, envolve-se na producéo
de citocinas (WULFF, 2015). Ainda, promove 0 aumento da capacidade antioxidante
dos animais, por ser resistente a pH e temperaturas altas e baixas (BAI et al.,
2016a), melhorando a qualidade da carne, por suprimir o estresse oxidativo (BAI et
al., 2016b).

Entdo, os probidticos podem ser utilizados em racdes para aves,
uma vez que mantém as populacfes da microbiota intestinal em equilibrio (MIRZA,
2018) e exercem efeitos benéficos no desempenho, saude e qualidade da carne
(ADHIKARI; KIM, 2017).

2.4 EFEITO DO USO DA MICROALGA CHLORELLA VULGARIS E DE PROBIOTICO NO
DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE

O setor avicola procura constantemente alimentos que contenham

todos o0s nutrientes necessarios para que as aves se desenvolvam eficientemente


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mingmongkolchai%2C+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Panbangred%2C+W
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mingmongkolchai%2C+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Panbangred%2C+W
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mingmongkolchai%2C+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Panbangred%2C+W

33

(NEUMANN; VELTEN; LIEBERT, 2018). Dessa forma, alguns estudos estdo sendo
realizados para comprovar a importancia da microalga Chlorella vulgaris e do
probidtico no desempenho de frangos de corte.

Os beneficios da Chlorella vulgaris sdo atribuidos aos seus
componentes que exercem atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria
(PRABAKARAN et al., 2018), sendo considerada um alimento funcional (OH et al.,
2015), assim definido por afetar beneficamente a salude do hospedeiro, reduzindo o
risco de ocorréncia de doencas (MORAES; COLLA, 2006). Além disso, também
possui alto teor de proteina, em torno de 60% (SALVIA et al.,2014) até 62% de
proteina (GADIEV et al.,2019), polissacarideos, fibras e clorelina, que afetam
positivamente a microbiota intestinal, com aumento de bactérias benéficas, o que
aumenta a eficiéncia digestiva dos animais (KANG; PARK; KIM, 2017), exercendo
também funcao antibacteriana (KIM; KANG, 2015).

Por esta alga ser constituida de acidos graxos polinsaturados
essencias (FREITAS, 2017), beneficiadores da saude do hospedeiro (NOVELLO et
al.,, 2008) e B-1,3-glucano (MOON et al., 2016) também afeta positivamente o
sistema imune (KOTRBACEK; DOUBEK; DOUCHA, 2015). Assim, pode contribuir
com beneficios fisioldgicos, bioquimicos (LEE et al., 2010) e imunolégicos (KIM;
KANG, 2015) que contribuem com a saude e melhor aproveitamento dos nutrientes
pelo animal.

De acordo com An et al. (2016), ao adicionarem diferentes niveis de
Chlorella vulgaris (0,05, 0,15 e 0,5%) nas racdes de frangos observaram que os
niveis de 0,15 e 0,5% ocasionaram maior ganho de peso, e melhora na conversao
alimentar quando utilizado o nivel de 0,5%. No entanto, 0 consumo de racao e 0s
rendimentos de peito e pernas ndo foram afetados pelos niveis.

Os autores EI-Abd; Hamouda (2017), ao adicionarem cinco gramas
de Chlorella vulgaris congelada e descongelada e cinco gramas de Chlorella fresca/
litro de agua para frangos de corte, analisaram que houve efeito significativo para
rendimento de peito. Porém, os tratamentos ndo resultaram em efeito significativo
para a taxa de mortalidade.

Resultados benéficos também foram encontrados por Kang; Park;
Kim (2017) ao testarem 25, 50 e 75g de Chlorella/ kg de racdo para frangos de
corte, 0s quais verificaram que com o aumento do nivel de inclusdo de Chlorella

houve aumento do ganho de peso, apesar de que o consumo de ragcdo e a
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conversao alimentar ndo foram afetados pela inclusdo da alga. Resultados estes
semelhantes aos encontrados por Kang et al. (2013) ao adicionar 1% de Chlorella
vulgaris na dieta de frangos.

O uso de probiético também €& vantajoso para melhorar o
desempenho das aves, pois contribui com o aumento da eficiéncia na absorcao e
digestdo de nutrientes, devido a sua influéncia na permeabilidade do epitélio
intestinal, por evitar que microrganismos patogénicos utilizem nutrientes, como
minerais, aminoacidos e carboidratos, para producao de toxinas (BUSANELLO et al.,
2012).

O probiético influencia na melhor retencdo de minerais, como calcio,
fosforo e nitrogénio, melhorando a taxa de eficiéncia proteica, o que
consequentemente pode melhorar o rendimento de carne das aves (PARK et al.,
2016). Também pode contribuir com melhores caracteristicas de carcaga por
proporcionar aumento da digestibilidade da dieta (SOUZA et al., 2018), ja que
contribui com o aumento da atividade de enzimas digestivas (DERAZ; ELKOMY;
KHAIL, 2019).

Este aditivo também ocasiona beneficios aos animais, pois mantém
a microbiota intestinal equilibrada, afetando positivamente a saude dos animais
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018), estimulando também o sistema imune (MIRZA,
2018). Assim, manter a saude e a integridade intestinal favorece a expressao
genética das aves, afetando o desempenho animal, visto que promove melhora na
obtencao de nutrientes pelas aves (SANTOS, 2011).

No estudo realizado por Bai et al. (2016a), ao testaram o probiotico
Bacillus subtilis (2 x 10 *° cfu; 3 x 10 *° cfu; 4 x 10 ° UFC/kg de racéo) em dieta de
frangos de corte, verificaram que no periodo de um a 21 dias ndo houve efeito
significativo da adicdo de probidtico sobre a conversao alimentar e consumo de
racdo, de 21 a 42 dias houve melhora na conversdo alimentar em aves que
receberam 3 x 10 ** UFC e 4 x 10 *® UFC de Bacillus subtilis, assim como, no
periodo total. Gao et al. (2017) ao estudarem Bacillus subtilis (100, 150, 200 e
250mg/kg de racdo) também observaram melhora na conversao alimentar e ganho
de peso, sem alterar o consumo de racao.

Pourakbari et al. (2016), ao trabalharem com diferentes niveis
(0,005%, 0,01%, 0,015% e 0,02%) de complexo de probiodticos ( Lactobacillus

plantarum , Lactobacilus bulgaricus , Lactobacillus acidophilus , Lactobacillus
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rhamnosus , Bifidobacterium bifidum , Streptococcus thermophilus , Enterococcus
faecium , Aspergillus oryzae e Candida pintolopesii), verificaram melhora no ganho
de peso e conversao alimentar. Gheisar; Hosseindoust; Kim (2016) ao estudarem
Enterococcus faecium (0,25% e 0,5%) observaram que houve aumento do
rendimento do peito.

Hatab, Elsayed e lbrahim (2016), ao estudarem Bacillus subtilis e
Enterococcus faecium (0, 1 e 2mg/kg de racdo), observaram maiores ganhos de
peso, menor consumo de racdo, melhor conversao alimentar e aumento do
rendimento da carcaca.

Gong et al. (2018,) ao adicionarem diferentes probidtico (Bacillus
subtilis natto , Bacillus licheniformis e Bacillus cereus (10 ® UFC/kg de racdo) na
racao de frangos, observaram maiores ganhos de peso, ndo sendo verificado efeito
para conversdo alimentar e consumo de racdo. A inclusdo dos probidticos também
resultou em uma melhora nas atividades de tripsina, amilase, lipase e protease.

Souza et al. (2018), ao adicionarem Lactobacillus acidophilus (1 x
10 ° UFC/g de racdo), Bacillus subtilis (2,8 x 10 ° UFC/g de racao), Bifidobacterium
bifidum (2 x 10 ° UFC/g de ragéo) e Enterococcus faecium (2 x 10 ° UFC/g de racéo)
na racao de frangos, ndo observaram efeito significativo no consumo de racao,
ganho de peso, conversdo alimentar, viabilidade da producdo e rendimento de
carcaca e cortes (peito, perna e asas). Assim como foi obtido por Junaid et al. (2018)
ao estudarem Lactobacillus acidophillus (10° e 10° UFC/g de racdo) e
Bifidobacterium bifidum (10° e 10" UFC/g de rac&o).

2.5 EFEITO DO USO DA MICROALGA CHLORELLA VULGARIS E DE PROBIOTICO NA QUALIDADE
DA CARNE DE FRANGOS DE CORTE

A carne de frango contém baixa taxa de colesterol, quando sem
pele, sendo o peito a parte mais magra da carcaca (COSTA et al., 2017), possuindo
de 0,9 a 1,57% de lipidios, visto que na regido da coxa o teor de lipidios varia de 3,2
a 5,18%, e na regido da sobrecoxa o teor de lipidios € de 1,3 a 4,36%. Em geral, a
carne de frango é composta de um elevado teor de &cidos graxos polinsaturados
(DOMINGUES, 2008).

Além disso, a carne de frango também é uma excelente fonte de

minerais como o ferro, mais especificamente ferro heminico, o qual é a forma do
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ferro melhor incorporada pelo organismo, e vitaminas, particularmente B2 e B12, as
quais colaboram na sintese de energia a partir dos nutrientes ingeridos (COSTA et
al.,, 2017). Isto posto, a busca por alimentos mais saudaveis é crescente, sendo
funcdo do nutricionista e da pesquisa selecionar ingredientes na racdo dos animais
gue proporcionem uma melhor qualidade da carne.

A qualidade da carne, que compreende a aspectos como maciez,
vida util, perfil de acidos graxos, suculéncia, aroma, sabor e cor, € um quesito de
grande exigéncia pelo mercado consumidor, visto que pode ser identificada por meio
de parametros fisico-quimicos da carne, como pH, capacidade de retencao de agua,
perda de agua por coccao (ALVES; ALBUQUERUQE; BATISTA, 2016), medicao de
cor e forga de cisalhamento (MELO et al., 2015).

A dieta ofertada aos animais influencia de maneira direta na
composicdo de acidos graxos na carne dos frangos (RULE et al.,, 2002). Dessa
forma, o conteudo lipidico da carne de frango é afetado diretamente pela gordura
contida na dieta (SUGIHARTO; HENCKEL; LAURIDSEN, 2010).

Os acidos graxos polinsaturados essenciais exercem beneficios a
saude, envolvidos na reducéo de triglicerideos, agregacoes de plaquetas e risco de
doencas cardiovasculares, pois diminuem o nivel de colesterol e de lipoproteinas de
baixa densidade no sangue. Os acidos graxos considerados essenciais sdo o a-
linolénico e linoleico (NOVELLO, et al., 2008), denominados dessa maneira pois as
aves, assim como os mamiferos, ndo sdo capazes de sintetiza-los, logo sé&o
adquiridos por meio da dieta (COSTA et al., 2017).

Apds a ingestdo, o acido a-linolénico é convertido em EPA (acido
eicosapentaenoico) e DHA (acido docosahexaenoico) e o &cido linoleico é
convertido em acido araquidénico (TOGASHI et al., 2007) e docosapentaendico
(DPA), visto que essas conversdes sdo catalisadas por enzimas comuns entre as
familias 6mega, denominadas elongase e dessaturase (HAGGARTY, 2010).

O EPA e DHA desempenham efeito cardioprotetor, diminuindo os
triglicerideos no plasma por meio da reducéo da sintese hepatica de lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL), bem como modera a lipoproteina total e de
densidade baixa (LDL) (PEDERSOLI et al.,, 2015), também conhecido como
colesterol ruim, pois associa-se a doencas cardiovasculares (NADRUZ JUNIOR,
2009).
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Os &cidos graxos polinsaturados da série 6mega 3 também exercem
atividades anti-inflamatorias, anticoagulantes, vasodilatadoras (MORAES; COLLA,
2006) e reduzem a incidéncia de doencas cardiovasculares (COSTA et al., 2017). No
entanto, a série 6mega 6 esta associada a reacédo inflamatéria, permeabilidade dos
vasos, viscosidade sanguinea (MORAES; COLLA, 2006), bem como esta
relacionada com a ocorréncia de doencas inflamatérias, cardiovasculares e
distarbios imunolégicos (BORGES et al., 2014).

O metabolismo dos acidos graxos polinsaturados da série 6mega 3
e Omega 6 sédo discrepantes devido aos diferentes tipos de eicosanoides produzidos,
sendo o acido araquiddnico gerador de prostaglandina 2, tromboxano 2 e leucotrieno
4, envolvidos, eicosanoides relacionados com propriedades pro-inflamatérias e com
a ocorréncia de doencas imunologicas e cardiovasculares. O &cido
eicosapentaenodico (EPA) produz prostaglandina 3, tromboxano 3 e leucotrieno 5,
sendo estes eicosanoides relacionados com propriedades anti-inflamatorias
(MOURA et al., 2015).

O consumo excessivo de acidos graxos da série dmega 6 pode
acarretar em producdes exacerbadas de eicosanoides com caracteristicas
inflamatorias e peroxidos da séries leucotrienos, prostaglandina (PGI2) e
tromboxano A2, visto que em um organismo saudavel quantidades pequenas de
eicosanoides sdo produzidas, enquanto que em um organismo em condi¢des
patolégicas sdo produzidas elevadas quantidades de eicosanoides (LIMA JUNIOR et
al., 2011).

Entretanto, o mesmo nao ocorre com oS Aacidos graxos
polinsaturados da série 6mega 3, 0s quais séo ineficientes em produzir peroxido,
inibindo entdo a sintese de eicosanoides prejudiciais, como o EPA, que inibe a
sintese de prostaciclina e tromboxano, sendo este ultimo também inibido pelo DHA
(LIMA JUNIOR et al., 2011).

Assim, para o bom funcionamento do sistema imune, é primordial
manter um equilibrio entre a relacéo acidos graxos polinsaturados da familia 6mega
6 com os acidos graxos polinsaturados da familia &mega 3, pois se esta relacdo for
alta pode ocorrer aumento da producdo de citocinas pro-inflamatoérias, aumentando
excessivamente a resposta inflamatéria (SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK,;
JOZEFIAK, 2015), uma vez que nos processos de alongamento e dessaturacao, o

acido a-linolénico e o acido linoleico, por serem comuns a ambas vias metabdlicas,
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competem pelas mesmas enzimas, o que resulta na producao de eicosanoides com
diferentes funcdes (POTENCA et al., 2010).

Entédo, a incorporacao de Chlorella vulgaris na ragdo das aves pode
contribuir com a deposicao de acidos graxos polinsaturados na carne, pois esta alga
€ constituida de acidos graxos polinsaturados essenciais, predominando altos teores
de &cido a-linolénico (FREITAS, 2017). Pakravan et al. (2017) ao investigarem a
eficacia da substituicdo da farinha de peixe (0, 400, 300, 200, 100g) pela farinha
de Chlorella vulgaris (0, 97,2, 194,4, 291,6 e 388,8g) na dieta de camarao branco,
verificaram que com a substituicAo houve aumento nos teores de acidos graxos
polinsaturados (acido eicosapentaendico, &cido docosahexaendico e acido
araquidonico) na carne.

Sugiharto; Henckel; Lauridsen (2010), ao testarem uma dieta para
frangos de corte enriquecida com cinco e dez gramas de Chlorella, verificaram que o
contetudo de acidos graxos saturados no peito foi menor em relacdo aos acidos
graxos polinsaturados. Porém, o nivel de &cidos graxos polinsaturados néo foi
aumentado com a suplementacdo de Chlorella neste estudo, pois segundo
Cunnane; Anderson (1997) e Fu; Sinclair (2000) os acidos graxos polinsaturados séo
preferencialmente oxidados para fins metabdlicos.

Logo, um nivel mais alto de acidos graxos polinsaturados na dieta
pode resultar no aumento da oxidacdo destes acidos graxos, consequentemente,
menor teor dos mesmos seria depositado nos tecidos (SUGIHARTO; HENCKEL;
LAURIDSEN, 2010).

O uso de probidtico também pode influenciar no perfil de acidos
graxos da carne de frango, sendo que os acidos graxos polinsaturados da dieta
modulam a acdo dos probiéticos, aumentando a colonizacdo de determinadas
bactérias (ABDULLA et al., 2018).

Segundo Popova (2017), os probidticos podem ocasionar aumento
da insaturacdo de &cidos graxos sem comprometer a estabilidade oxidativa na
carne, Hascik et al. (2014) analisaram que as concentracfes de acido graxo
monoinsaturado e polinsaturados na carne aumentaram com a inclusédo de 3,3 g de
probidtico na dieta. Endo e Nakano (1999) constataram maior propor¢do de acidos
graxos insaturados na carne de peito e coxa de frangos em relacdo aos acidos
graxos saturados e aumento da concentragdo de acidos graxos Omega 3,

principalmente acido eicosapentaenoico (EPA) e o acido docosahexaenoico (DHA),
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ao estudarem a incluséo de 3 g de probidtico (Bacillus, Lactobacillus, Streptococcus,
Clostridium, Saccharomyces e Candida) nas dietas.

Abdulla et al. (2018) observaram que, ao adicionarem cinco gramas
de Bacillus subtilis/ kg de racdo, apenas a concentracdo de acido oleico na carne
diminuiu e a concentracdo de &cido palmitico aumentou . Isto pode ser explicado,
pois 0s microrganismos intestinais podem hidrogenar acidos organicos insaturados
em saturados e dessaturar alguns acidos organicos, logo a microbiota intestinal é
capaz de modificar a composicado de acidos graxos da racdo e dos tecidos animais.
Além disso, as espécies do género Bacillus produzem acido butirico como principal
produto metabdlico, o que pode interferir na geracéo de acido palmitico na carne de
peito de frangos de corte.

Ainda, segundo os autores, 0Ss principais acidos graxos
polinsaturados encontrados na carne de peito de frangos de corte foram &acido
linoleico (C18: 2n- 6), acido linolénico (C18: 3n-3), acido araquidonico (C20: 4n-6) e
acido eicosapentaendico (C20: 5n-3), porém ndo foram afetados pelo uso de
probidtico.

Jahromi et al. (2016), ao testarem 0,1% de probidtico (Lactobacillus
pentosus e Lactobacillus acidophilus) em racfes pra frangos de corte criados em
diferentes temperaturas (24°C e 35°C), analisaram que com a adi¢cado do probiotico
em ambas as temperaturas houve efeitos positivos no perfil de acidos graxos no
peito, apresentando menores quantidades de acidos graxos saturados e maiores
guantidades de acidos graxos insaturados totais.

O probiético influencia na reducdo de fosfolipidios na carne e isto
ocorre, pois 0s probidticos exercem efeito hipocolesterolémico, no qual assimilam o
colesterol, como o Lactobacillus acidophilus, assim utilizam o colesterol para seu
proprio metabolismo (DIAZ-LOPEZ; ANGEL-ISAZA; ANGEL, 2017). Bactérias como
Bifidobacteria e Lactobacillus também possuem a capacidade de desconjugar 0s
acidos biliares, e dessa forma impedem sua reabsorcéo intestinal, eliminando-os nas
fezes, 0 que acarreta na ressintetizacdo de sais biliares do colesterol no sangue pelo
figado (GILLILAND; WALKER, 1990).

A carne de frango por ser um alimento com alto teor de acidos
graxos insaturados é um alimento susceptivel a oxidacdo lipidica (MARIUTTI;
BRAGAGNOLO, 2009). Esta é retratada como uma deterioracdo de acidos graxos

saturados e insaturados dependentes de oxigénio (LEAO et al., 2017) e resulta em
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aspectos prejudiciais como sabor indesejado, odor ran¢goso, mudanca na coloracéo,
perda de valor nutritivo, diminuicdo da vida atil do alimento, além de produzir e
acumular compostos téxicos danosos a satde (LEAO et al., 2017), bem como
danificar as membranas celulares (TRAESEL et al., 2011).

A oxidacdo lipidica ocorre principalmente em acidos graxos
insaturados, pois as duplas ligacdes sdo mais reativas em relacdo as ligacdes
simples (SCHAICH, 2005) e como consequéncia da oxidacao lipidica ha a formacao
de produtos indesejados como o malonaldeido (MDA), o qual é o principal produto
resultante da peroxidacdo de acido graxos polinsaturados (HABIBIAN et al., 2015).

Diante disso, é importante a utilizacdo de antioxidantes, que séo
substancias, cuja funcao € preservar o alimento por desacelerar o efeito danoso
causado pelos radicais livres, inibindo a taxa de oxidacdo (MANFREDI, 2014).
Todavia, antioxidantes sintéticos, como o butilhidroxianisol (BHA) e o
butilhidroxitolueno (BHT) (RAMALHO; JORGE, 2006) possuem potencial
carcinogénico. Entédo, nos ultimos anos, aumentou-se a busca por alternativas aos
antioxidantes sintéticos (LEAO et al., 2017).

Deste modo, as algas apresentam-se como uma alternativa, pois
mesmo expostas a luz e oxigénio, o que poderia originar radicais livres, néo
apresentam danos oxidativos nos seus acidos graxos polinsaturados (RAYMUNDO,;
HORTA; FETT, 2004). Isto sugere entdo, que tais organismos possuem
componentes antioxidantes protetores (HAMED, 2016). Bendich (1988) presumi que
0s carotenoides sdo 0s responsaveis pela acdo antioxidante exercida pelas algas,
por possuirem duplas ligac6es conjugadas, diminuindo a oxidacao.

Os carotenoides sdo pigmentos fotossintéticos secundarios que
exercem funcdo como antioxidante o que atribui aos mesmos a capacidade de
prevenir doencas degenerativas por combater radicais livres, além de estimular o
sistema imunologico (DERNER et al., 2006).

Estes pigmentos neutralizam os radicais livres nas membranas
celulares, o que pode prevenir a oxidacao lipidica de &cidos graxos polinsaturados
(DELLES et al.,2014). Como também, podem contribuir como pigmentos naturais em
produtos de origem animal (OH et al., 2015).

Diante disto, a alga Chlorella vulgaris pode exercer atividade
antioxidante por possuir carotenoides (PASARIN; ROVINARU, 2018), e ainda ser

uma alternativa como corante natural em produtos de origem animal (OH et al.,
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2015), Além dos carotenoides, a microalga Chlorella possui compostos fendlicos e
luteina, pigmento carotenoide amarelo, que também desempenham atividades
antioxidantes (MUSZYNSKA et al., 2018). Estes compostos também s&o um sistema
de protecdo natural da alga quanto aos radicais livres presentes em seu ambiente
(BLEAKLEY; HAYES, 2017). A atividade antioxidante destes compostos ocorre, pois
possuem propriedades de oxidorreducdo, as quais sequestram radicais livres ou
decompdem peréxidos (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004).

A Chlorella vulgaris também pode contribuir como antioxidante por
possuir selénio (EL-ABD; HAMOUDA, 2017), pois este mineral atua no sistema
antioxidante por meio de selenoproteinas, as quais desempenham a regulacdo
redox e defesa antioxidante dos tecidos e células, como células do sistema
imunolégico (DALIA et al.,, 2018). As selenoproteinas glutationa peroxidase,
tiorredoxina redutase e iodotironina desiodase (KHOSO et al.,, 2019) exercem
importante funcédo na inibicdo da peroxidacao lipidica, supresséo de radicais livres
(HABIBIAN et al., 2015) e regulacdo do estresse oxidativo (DALGAARD et al., 2018).

A capacidade de retencdo de agua, assim como, a cor da carne
estdo associadas ao estado de oxidacgao, indicando a qualidade da carne. Quando
h&d oxidacdo dos fosfolipidios das membranas celulares, ocorrem alteracbes na
permeabilidade celular, o que acarreta em menor retencdo de agua no mauasculo.
Como também, quando a capacidade antioxidante € melhorada pode ocorrer
aumento de mioglobina, havendo beneficios quanto a cor da carne (LI et al., 2018).

Os antioxidantes, de acordo com Asghar et al. (1989) e Attia et al.
(2016), mantém a funcionalidade das membranas, dessa forma as tornam eficientes
guanto barreiras semipermeaveis contra a perda exsudativa. Esta protecdo a
membrana resulta na reducdo da oxidacédo dos fosfolipidios da membrana celular,
contribuindo com a integridade das fibras musculares e com a maior capacidade de
retencdo de agua (PARK; LEE; KIM, 2018).

Pesquisas comprovando o efeito benéfico da microalga Chlorella
vulgaris na qualidade da carne de frangos de corte sdo escassas, porém Oh et al.
(2015), ao estudarem a inclusdo de 0, 1.000 e 2.000 mg de Chlorella vulgaris/ kg
de racdo para patos, observaram que com o aumento da adicdo houve aumento do
amarelecimento da carne do peito, assim como, da capacidade de retencdo de

agua.
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Zheng et al. (2012) e Kim; Kang (2015) também observaram
efeitos significativos na cor da gema dos ovos de poedeiras ao adicionarem
respectivamente 0,1 e 0,2% e 25, 50 e 75 g de Chlorella/ kg de ragéo.

El-Abd; Hamouda; Dawoud (2018), ao estudarem a adi¢céo de cinco
gramas de Chlorella vulgaris congelada, descongelada e fresca/ litro de agua,
puderam observar que houve reducdo de malonaldeido no grupo de aves tratadas
com Chlorella vulgaris, sendo que o grupo tratado com a alga fresca apresentou o
menor valor de malonaldeido.

Todavia, An et al. (2016), ao adicionarem diferentes niveis (0,05,
0,15 e 0,5%) de Chlorella vulgaris na dieta de frangos de corte, observaram que os
parametros de qualidade da carne, como perda de agua por cozimento, pH e cor
nao foram afetados.

O probidtico também evita danos nocivos ocasionados por espécies
reativas ao oxigénio, pois bactérias do acido latico produzem superperéxido
dismutase, responsavel por converter os radicais superperoxidos em peroxido de
hidrogénio e oxigénio, o que diminui a atividade das espécies reativas ao oxigénio.
Além de que Lactobacillus também podem produzir catalase, destruindo o peréxido
de hidrogénio, bloqueando a formacdo de radicais peroxil, aléem de glutationa e
tiorredoxina (DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017).

Logo, os probioticos possuem a capacidade de capturar e inibir o
excesso de radicais livres, como Bacillus subtilis, que pode ser utilizado para
melhorar a qualidade da carne, por aumentar a capacidade antioxidante dos
animais, pois inibe o estresse oxidativo (BAI et al., 2016b). Bem como, o probidtico
pode hidrolisar grandes moléculas de proteina e formar peptideos biologicamente
ativos, como a glutationa, podendo contribuir com propriedades antioxidantes
(OGNIK et al., 2017).

O estresse oxidativo relaciona-se com a oxidacao lipidica, que é um
dos principais fatores contribuintes para a geracdo de radicais livres de oxigénio,
responsavel por danificar a qualidade dos alimentos (ANANTHI et al., 2010). Este
processo de estresse oxidativo pode ser descrito como um desequilibrio entre o
sistema de defesa antioxidante e a geracao de radicais livres (BAI et al., 2016a), em
gue ocorre alta producado de radicais livres e enfraguecimento do sistema de defesa
antioxidante do organismo (SILVA, 2015).


https://link.springer.com/article/10.1007/s10811-014-0516-y#CR99
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E visto que as espécies reativas de oxigénio sido formadas
naturalmente durante processos biolégicos do organismo (DALIA et al., 2018), como
uma estratégia do sistema imunolégico em combater patégenos, sendo que a
formacdao de radicais livres € um meio para destruir patdbgenos. Ademais, a formacao
de radicais livres também pode ser oriunda do metabolismo do oxigénio (SURAI;
FISININ; KARADAS, 2016). Quando na transicdo do musculo em carne ha alto
estresse oxidativo e baixa capacidade antioxidante, tornando-se um fator importante
para a qualidade da carne (WARNER et al., 2005).

Bai et al. (2016b), ao adicionarem 0; 0,2; 0,3 e 0,4 g de Bacillus
subtilis/ kg de racdo para frangos de corte, observaram melhora na capacidade
antioxidante da carne de peito de frangos de corte, além de apresentar estabilidade
oxidativa da carne durante o armazenamento de 8 dias a 4°C. O mesmo foi
encontrado por Bai et al. (2018), ao adicionarem 0; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 g de Bacillus
subtilis/ kg de racéo para frangos de corte.

Com a adicdo de diferentes probioticos (Bacillus subtilis
natto, Bacillus licheniformis e Bacillus cereus (10 ® UFC/kg de racéo) na racdo de
frangos de corte, Gong et al. (2018) detectaram uma maior atividade das enzimas
antioxidantes glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase, visto que o0s
niveis malonaldeido foram reduzidos.

Park; Kim (2014), ao estudarem Bacillus subtilis em dietas para
frangos de corte (1,1 x 10“% 1,0 x 10°e 1,0 x 10 ° UFC), observaram que a
capacidade de retencdo de agua aumentou com o aumento dos niveis, assim como
houve menor perda de &agua por gotejamento. Entretanto, ndo houve efeito
significativo da adicdo do probidtico para pH, luminosidade, intensidade de vermelho
e amarelo na carne.

Hossain, Begun e Kim (2015), ao avaliaram a adicdo de 0,1% e
0,2% de probidtico (2x10® UFC de Bacillus subtilis, Clostridium butyricum e
Lactobacillus acidophilus/kg de racéo) em racdes para frangos de corte, analisaram
gue a adicdo de probidtico resultou em carnes com menores valores para
luminosidade, ndo sendo encontrada diferenca significativa para intensidade de
vermelho e amarelo na carne, pH, perda de agua por gotejamento e por cozimento,
assim como, para oxidacao lipidica.

Zheng et al. (2014) relataram, ao estudarem a bactéria Enterococcus

faecium como probiético na dieta de frangos de corte (> 10 ® UFC/g de racéo), que
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as aves que receberam o probidtico obtiveram, com 45 minutos e 24 horas ap0s o
abate, maiores pH do peito. Ainda com 45 minutos apés o abate houve diminuicdo
da luminosidade, enquanto que com 24 horas apds o abate houve menor
intensidade de amarelo. Os valores para perda de agua por cozimento e
gotejamento foram menores, indicando maior capacidade de retencao de agua.

Estes resultados sugerem que o probiético Enterococcus faecium
pode melhorar a qualidade da carne, pois pode influenciar a expressao de proteinas
reguladoras da capacidade de retencdo de agua e pH da carne, aumentando tal
expressdo. Esta regulacéo é benéfica, pois mantém a integridade celular, evitando a
perda de agua.

Entretanto, Lan, Lee e Kim (2017) concluiram, ao incluirem em
racdes para frangos de corte 0,05%, 0,10% e 0,20% de Enterococcus faecium, que
nao foram observadas diferencas significativas quanto ao valor de pH, cor perda de

agua por gotejamento.

2.6 EFEITO DO USO DA MICROALGA CHLORELLA VULGARIS E DE PROBIOTICO NO SISTEMA
IMUNE DE FRANGOS DE CORTE

O sistema imune protege o organismo da ave contra agentes
infecciosos e dessa forma interfere positivamente no desempenho animal
(OLIVEIRA et al., 2012). Assim, o fornecimento de nutrientes que contribuam com
um estado ideal de imunidade é fundamental para a producdo dos animais, pois as
aves a campo estdio susceptiveis a diversos desafios imunitarios (FUNARI JUNIOR,
2008).

O estado ideal de imunidade promove diminuicdo do estresse
imunolégico da ave, que é ocasionado quando a ave € exposta a um antigeno,
assim menos nutrientes serdo utilizados para reestabelecer a homeostasia, sendo
direcionados a producdo animal (OLIVEIRA et al.,2012), pois para que as reacdes
do sistema imunoldgico ocorram é preciso de energia e nutrientes para a formacao
de células e substancias envolvidas no sistema de defesa do organismo do animal
(CARDOSO; TESSARI, 2015).

H& varios mecanismos de defesa contra microrganismos
patogénicos que constituem o sistema imune das aves, incluindo barreiras fisicas,

guimicas e biolégicas, como pele, mucosa, citocinas, peptideos antimicrobianos,
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células (macrofagos, células dendriticas, neutrdlifos, linfécitos), assim como tecidos
e orgdaos linfoides (FERNANDES et al., 2013).

O sistema imune das aves é dividido em sistema linfoide primario
constituido pelo timo, onde ocorre o desenvolvimento e diferenciacdo dos linfocitos
T, 0s quais ativam células para combater antigenos, e pela bursa de Fabricius, local
onde ha o desenvolvimento e diferenciagdo dos linfécitos B, responsaveis pela
producdo de anticorpos (BASTOS, 2015), e sistema linfoide secundario (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2000).

O sistema linfoide secundario é formado pelo baco, em que reacdes
contra antigenos transportados no sangue ocorrem (ABBAS; LICHTMAN; POBER,
2000), e tecidos linfoides associados as mucosas, como glandula de Harder,
intestino, bronquios, placas de Peyer, diverticulo de Meckel, tonsilas cecais e pineal
(CARDOSO; TESSARI, 2015), sendo os tecidos linfaticos, como placas de Peyer e
tonsilas cecais, responsaveis por captar antigenos, estimulando os linfécitos B e
células T, a fim de desenvolver uma imunidade inespecifica e geral (FURLAN;
MACARI; LUQUETTI, 2004).

Nas aves, a medula 6ssea é o local onde leucocitos, trombadcitos e
eritrocitos sao originados, além de ser na medula 0ssea que eritrocitos, heterdfilos,
granulécitos, eosindfilos, baséfilos, agranuldcitos, linfoécitos e mondcitos se
desenvolvem e maturam, migrando para a circulacdo sistémica, tecidos e 6rgaos
linfoides secundarios (MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002). Estes também se
constituem de células néo linfoides como células dendriticas, macréfagos, basofilos,
heterofilos e eosindfilos, sendo que sao locais onde a resposta imune humoral se
desenvolve (FERNANDES et al., 2013).

O aumento de peso dos oOrgdos imunoldégicos, em animais
saudaveis, relaciona-se com o aumento da proliferacéo de células imunes, indicando
melhor imunidade do organismo (SIKANDAR et al., 2017) durante uma resposta
imune, pois esta relacionado com a capacidade do corpo em fornecer células
linfoides (LAN; LEE; KIM, 2017).

A resposta imune é classificada em inata e adaptativa ou adquirida
(EFR, 2004). A inata é a primeira resposta manifestada a invasdo por patégenos,
evitando a multiplicacdo dos mesmos (KAISER, 2010). E representada por barreiras
tanto quimicas quanto fisicas, como mucosas, cilios, secre¢cdes e enzimas, bem

como por componentes celulares, como heteréfilos e macrofagos (ALMEIDA et al.,
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2013), células dendriticas, mondcitos, células fagociticas, células nédo linfoides e
anticorpos naturais (IgM, IgA e IgY) (FERNANDES et al., 2013).

As imunoglobulinas das aves sdo glicoproteinas sintetizadas por
linfécitos B, bem como por plasmécitos, sendo divididas em IgM, IgA e IgY
(MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002). As imunoglobulinas da classe IgM e IgY
sdo encontradas na bursa de Fabricius, sendo a imunoglobulina da classe IgM, de
fase aguda, produzida durante a resposta imune primaria, surgindo logo apés um
processo infeccioso (BASTOS, 2015) e expressa na forma de receptores de
membrana plasmatica dos linfécitos B (FERNANDES et al., 2013).

A imunoglubulina IgY surge posteriormente, durante a resposta
imune secundaria, e € especifica para reconhecimento pelo linfécito B (BASTOS,
2015), sendo encontrada no soro, fundamental para a defesa contra infeccbes
sistémicas (MACARI; FURLAN; GONZALES, 2002). A imunoglubulina da classe IgA
encontra-se nas secrecfes e mucosas (BASTOS, 2015) e séo produzidas por
plasmadcitos existentes nas placas de Peyer e nos tecidos linfoides associados as
mucosas (MALTS) presentes nas tonsilas cecais (KUMAR et al., 2009).

A adaptativa ou adquirida, no entanto, age de forma lenta com
mecanismos de defesa especificos tanto celulares como humorais, 0s quais sao
responsaveis por proteger o organismo contra invasores (EFR, 2004), por meio da
acao de linfocitos B e T, anticorpos especificos e células apresentadoras de
antigenos (FERNANDES et al.,, 2013), sendo especifica a um determinado
patégeno, pois desenvolve memoria imunolégica (PERINI et al., 2010).

A resposta imune adaptativa ou adquirida € denominada de
imunidade humoral quando mediada por anticorpos (PERINI et al., 2010), produzidos
por linfécitos B (ALMEIDA et al., 2013), em resposta a um antigeno (CARDOSO;
TESSARI, 2015). Enquanto que, quando ha ativacdo de células para destruicao de
antigenos (células T) é denominada imunidade celular, mediada por linfécitos T
(ALMEIDA et al., 2013).

Quando o animal é inoculado por um antigeno, anticorpos sao
produzidos a fim de destrui-lo, sendo especificos aos antigenos que estimulam sua
producdo, assim 0s niveis de anticorpos se elevam, em tono de 10 a 20 dias,
guando atingem o pico, porém a quantidade de anticorpos formada em uma primeira
resposta ao antigeno € pequena. Caso ocorra uma segunda inocula¢éo do antigeno,

0s anticorpos atingem niveis mais elevados e persistem por mais tempo, sendo esta
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resposta especifica, no entanto eventualmente os niveis de anticorpos param de
aumentar mesmo que ocorram diversas exposi¢cfes a antigenos (TIZARD, 2008).

Diante da importancia do sistema imune para a protecdo do
organismo da ave contra agentes infecciosos e para a producdo animal, mantendo
sua homeostasia, a microalga Chlorella pode ocasionar beneficios ao sistema imune
animal, ja que em humanos e camundongos tal microalga demonstrou melhora na
resposta imune. Entédo, desenvolver pesquisas com esta alga na nutricdo de frangos
de corte torna-se vantajoso para melhorar a resposta imune em frangos de corte
(SUGIHARTO; HENCKEL; LAURIDSEN, 2010).

Esta melhora na resposta imune dos animais pode ser explicada,
pois a Chlorella vulgaris possui em sua composi¢cao acido a-linolénico (acido graxo
polinsaturados da familia 6mega 3) e linoleico (acido graxo polinsaturado da familia
O6mega 6) (FREITAS, 2017), que possibilitam a producdo de imunoglobulinas por
meio da modulacdo da expressdo de citocinas (KANG et al, 2013). A Chlorella
também pode aumentar a producéo de interferon (IFN) -y e interleucina (IL) -2, o que
ocasiona aumento da producao de IgA (SUGIHARTO; LAURIDSEN, 2016).

Os acidos graxos polinsaturados da familia 6Gmega 3 e 6mega 6,
podem influenciar na resposta imune e inflamatéria (PERINI et al., 2010), pois
guando depositados na membrana da célula influenciam na liberacdo de mediadores
inflamatorios, bem como nas propriedades da membrana (GALLES, 2015).

A inflamacéo quando regulada comp&e um mecanismo de defesa do
organismo, associada a uma maneira de restaurar a homeostase, porém ela deve
ser controlada como por meio da secrecdo de citocinas anti-inflamatorias, para que
nao ocorram prejuizos ao hospedeiro (CALDER, 2013).

Os eicosanoides produzidos pelos acidos graxos polinsaturados
essenciais, 0s quais sdo metabdlitos oxigenados, compostos por prostaglandinas,
leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos (FABBRI, 2013), estdo envolvidos com a
intensidade e duracédo da resposta inflamatéria, bem como na regulacéo das funcdes
dos linfécitos T e B (PERINI et al., 2010).

Os acidos graxos polinsaturados da familia 6mega 3 agem por meio
da reducdo da formacdo de eicosanoides com caracteristicas inflamatdrias e com
ocorréncia de distarbios imunolégicos, sendo que o EPA e o DHA podem inibir a
producéo de citocinas inflamatoérias (BORGES et al., 2014), como IL-1, IL-6 e TNF-a
(FU; GUO; SHEN, 2017).
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E visto que as citocinas pré-inflamatérias podem ocasionar aumento
da degradacdo de proteina muscular, reduzindo sua sintese, desviando nutrientes
para a formacdo de componentes no sistema imunolégico, o que influencia
negativamente no crescimento dos animais (FU; GUO; SHEN, 2017).

A inibicdo na produgdo de citocinas inflamatorias ocorre, pois
guando &cidos graxos da série 6mega 3 sdo incorporados na membrana de células
imunes por meio da dieta, aumentam a producdo de mediadores anti-inflamatérios,
regulando a resposta a inflamacéo. Além de que os eicosanoides oriundo do 6mega
3 apresentam caracteristicas anti-inflamatoérias (PERINI et al., 2010).

Além disso, a alga também é constituida de B-glucano, componente
polissacarideo imunorregulatério, primordial nos processos inflamatérios (KANG;
PARK; KIM, 2017), o qual pode estimular a memdria imune inata, 0 que permite
maior resposta de monacitos, macrofagos e células natural Killer quando em contato
com patégenos (OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO, 2019).

O B-glucano ainda estimula a producéo de interleucina 2, o que
também pode resultar no aumento de anticorpos, sendo esta interleucina
fundamental para a proliferacdo e diferenciacdo de células T, além de ativar células
natural Killer e citotoxidade de mondcitos (OLIVEIRA; VETVICKA; ZANUZZO, 2019).

O B1,3-glucano possui, portanto, propriedades imunomoduladoras,
sendo reconhecido por receptores da superficie celular em células imunes,
constituindo um padrdo molecular associado a patdégenos, pois quando é
reconhecido por macréfagos e células dendriticas, além de outras células imunes, 0s
mesmos sdo ativados e iniciam uma cascata de sinalizacdo, o que aumenta a
fagocitose, apresentacdo de antigenos, secrecdo de citocinas, quimiocinas e
producéo de espécies reativas de oxigénio (LEVINE et al., 2018). Este componente
ainda pode aumentar a producdo de anticorpos devido a ativacao de linfécitos B
(MOON et al., 2016).

A Chlorella também é constituida de uma substancia denominada
clorelina, a qual por inibir microrganismos patogénicos, sem causar prejuizos a
microbiota intestinal, pode melhorar a salde das aves (ABDELNOUR et al., 2019).
Além disso, a alga é constituida de grandes quantidades de selénio (EL-ABD;
HAMOUDA, 2017), mineral essencial importante por contribuir com o aumento da
resposta imune as condi¢fes de desafios (KARADAS et al., 2016). O selénio pode

compor oOrgdos imunolégicos como o timo e o bago, como também pode ser
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encontrado em granuldcitos, macrofagos, linfécitos (DALGAARD et al.,, 2018), e
pode afetar o crescimento da bursa de Fabricius (YANG et al., 2016).

Este mineral é primordial no desenvolvimento e crescimento de
orgdos imunoldgicos; diretamente relacionado a quantidade de células imunes como
linfécitos e fagodcitos. Assim, o selénio contribui com o aumento da resposta imune
as condi¢cdes adversas, estando envolvido em respostas imunes inatas, adaptativas,
apoptose, regulacao, proliferacao e diferenciagéo celular (KHOSO et al., 2019).

A Chlorella também possui componentes prebiéticos (SAFI et al.,
2014; REZVANI; ZAGHARI; MORAVEJ, 2012), o que lhe confere atividade prebidtica
(CHOI et al., 2016). Os prebiédticos, por estimularem o crescimento de bactérias
produtoras de acido latico, afetam positivamente o sistema imune das aves, pois
estas bactérias produzem substancias imunoestimulatorias (lipopolissacaridios,
peptidioglicanas e acidos lipoteicoicos) que estimulam a producdo de citocinas,
fagocitose macrofagica e sintese de imunoglobulinas. Como também, se ligam a
sitios receptores dos macrofagos, os ativando e ativando também a liberacdo de
citocinas, o que estimula a resposta imune adquirida (SILVA; NORNBERG, 2003).

De acordo com An et al. (2016), ao analisarem diferentes niveis de
suplementacao (0,05, 0,15 e 0,5%) de Chlorella vulgaris na dieta de frangos de
corte, observaram que os niveis de 0,05 e 0,5% da alga ocasionaram aumento da
concentracdo de IgY, e os niveis de 0,05 e 0,15% proporciaram aumento da
concentracdo de IgM, porém os niveis de IgA ndo foram afetados, assim como, o
peso da Bursa de Fabricius e do baco. O estudo realizado por EI-Abd; Hamouda
(2017) também demonstra a influéncia da Chlorella no sistema imune, pois ao
adicionarem cinco gramas de Chlorella vulgaris congelada e descongelada e cinco
gramas de Chlorella fresca/ litro de agua para frangos de corte analisaram que
houve efeito significativo para peso do timo.

Kang; Park; Kim (2017) ao testarem 25, 50 e 75 g do subproduto de
Chlorella (CBP) na racao de frangos de corte verificaram que as concentracdes de
IgY, IgM e IgA aumentaram om a inclusdo de Chlorella na dieta, assim como foi
encontrado por Kang et al. (2013) ao incluirem 1% de Chlorella vulgaris na dieta de
frangos de corte.

O intestino € o maior 6rgao imunoldgico do corpo animal, sendo 25%
da sua mucosa composta por tecido linfoide, e estima-se que 70% do sistema

imunoldgico do corpo esta localizado no intestino (JOHNSON, 1987). Além disso, o



50

mesmo € a barreira mais importante que protege 0 organismo contra toxinas,
patdgenos, evitando inflamacées (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018).

A microbiota intestinal relaciona-se com a defesa imunoldgica do
organismo, logo para que o animal seja capaz de se desenvolver é preciso de uma
microbiota equilibrada, sendo os probidticos primordiais ao estimulo da resposta
imune por aumentarem a producdo de anticorpos e producdo de interferon. Também
ativam macréfagos, bem como aumentam a quantidade de células T (MONFERDINI;
DUARTE, 2010), como os Lactobacillus e Bifidobacterium (ANDREATTI FILHO;
SAMPAIO, 1999).

O probidtico Bacilus subtilis também pode aumentar a funcao
imunoldgica, pois possibilita a sintese de peptideos antimicrobianos endégenos (BAI
et al., 2016a). As bactérias pertencentes ao género Bacillus podem ser utilizadas
como imunomoduladores, estimulando a resposta imune por interagirem com as
placas de Peyer e células epiteliais intestinais (COPPOLA; TURNES, 2004).

O uso de Lactobacillus também pode estimular a secrecdo de
citocinas por células epiteliais, auxiliando na resposta imune intestinal (BUSANELLO
et al., 2012), como IL-12, IFN-y, IL-10 e TNF-q, citocinas anti-inflamatérias.
Lactobacillus e Bidobacterium também podem aumentar citocinas pro-inflamatoérias
como TNFa, IL-1B e IL-6 liberadas de macréfagos e mondcitos, bem como a citocina
anti-inflamatoéria IL-10, a qual € liberada de células dendriticas e mondcitos
(ADHIKARI; KIM, 2017).

Ainda, a microbiota intestinal por produzir acidos graxos de cadeia
curta (butirato, propionato e acetato), produzidos por bactérias acido laticas, contribui
para o desenvolvimento da defesa inata e respostas imune adaptativas. Isto ocorre,
pois sdo fundamentais para a renovacao e funcdo da barreira do epitélio intestinal,
possuindo capacidade de reduzir o pH e exercer funcdo bacteriostatica
(SUGIHARTO, 2016).

Outro fato que contribui para melhorar o sistema imune é que 0s
probidticos produzem bacteriocinas, que além de atuar inibindo microrganismos
nocivos, também reduzem a formacdo de citocinas pro-inflamatérias como 1L-12,
IFN-y e TNF a (MUHAMMAD; AHMAD; SHAH, 2018).

Os probidticos, quando adicionados a dieta, sdo transferidos aos
linfocitos intra-epiteliais, podendo simular antigenos, e dessa forma estimulam a

producdo de IgA, por induzirem plasmocitos a secretarem IgA. Ademais, bactérias
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acido laticas ativam macroéfagos e linfocitos, assim como, producdo de anticorpos
(BUSANELLO et al., 2012).

Assim, com a aderéncia de bactérias benéficas nas vilosidades do
intestino ocorre uma menor degradacdo das mesmas, sendo que esta degradacao €
capaz de estimular a imunidade local, o que acarreta na producdo de
imunoglobulinas que agem na mucosa intestinal, assim evita-se a proliferagéo de
bactérias patogénicas (MACARI; LUNEDO, PEDROSO, 2014).

Ainda, os probidticos podem estimular o desenvolvimento do timo e
bursa de Fabricius, importantes 6rgados linfoides, o que favorece as aves a
apresentarem melhor resposta imunologica quando desafiadas por patdgenos
(DIAZ-LOPEZ; ANGEL-ISAZA; ANGEL, 2017).

Estudos como o realizado por Bai et al. (2018) comprovam o efeito
ocasionado pelo probiético no sistema imune ao incluirem 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 g de
Bacillus subtilis na dieta de frangos de corte, em que as concentracbes das
imunoglobulinas IgA e IgY aumentaram, ndo observando efeito significativo para
IgM. Gong et al. (2018), ao adicionarem bactérias do género Bacillus (10 ® UFC ) na
dieta de frangos de corte, observaram aumento significativo de imunoglobulina da
classe IgA, poréem também observaram que nao houve diferencas significativas para
IgY e IgM.

Sikandar et al. (2017) observaram que, ao adicionar 0,05 e 0,1 g de
Bacillus subtilis’/kg de racdo para frangos de corte inoculados com 5% de hemacia
de carneiro e virus da doenca de Newcastle, houve aumento de peso dos 6rgaos
linfoides (timo, baco, bursa de Fabricius). Como também, com 21 dias de idade, ndo
ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos para os titulos de anticorpos
contra a hemacia de carneiro e o virus da doenca de Newcastle. Com 35 dias de
idade as aves que receberam o probidtico apresentaram maior resposta imune
humoral para contra o virus da doenca de Newcastle e hemacia de carneiro.

Wu et al. (2018), ao avaliarem o efeito de diferentes niveis de
Enterococcus faecium (0,5x10"; 1x10% 2x10® UFC/kg de raco) na racéo de frangos
de corte, observaram que as aves alimentadas com 5x10° UFC de Enterococcus
faecium apresentaram maior concentracéo de IgY. As aves alimentadas com 1x10°
e 2x10® apresentaram maiores titulos de anticorpos contra albumina sérica bovina.

Os autores Hatab, Elsayed e Ibrahim (2016), ao analisarem o0s

efeitos da adicao de Bacillus subtilis e Enterococcus faecium (0, 1 e 2 g) na racdo de
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frangos de corte, observaram que o peso do timo, do baco e da Bursa de Fabricius
aumentou nas aves que receberam dois gramas de probidtico. Também relataram
gue os titulos de anticorpos contra a doenca de Newcastle foram maiores nas aves
gue receberam o probiotico no 3°, 7° e 9° dia apds a vacinacgao.

Junaid et al. (2018), ao adicionarem Lactobacillus acidophillus (10°
e 10" UFC) e Bifidobacterium bifidum (10° e 10" UFC/g de racéo) na dieta de frangos
de corte, verificaram que o peso da bursa de Fabricius foi aumentado e as aves
inoculadas com hemécia de carneiro alimentadas com as dietas contendo
Lactobacillus acidophilus apresentaram maiores titulos de anticorpos contra o
antigeno.

Hossain, Begun e Kim (2015) também avaliaram a adicdo de 0,1% e
0,2% probidtico (2x10° UFC de Bacillus subtilis, Clostridium butyricum e
Lactobacillus acidophilus/kg de racao) na dieta de frangos de corte e analisaram que
0 peso da bursa de Fabricius foi aumentado, ndo obtendo diferenca significativa no

peso do baco.
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4 HIPOTESE

Os constituintes da microalga Chlorella vulgaris e a agao protetora
concedida pelo probidtico (Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus e Bacillus subtilis) na microbiota intestinal podem melhorar
o desempenho zootécnico, o sistema imunoldgico, as caracteristicas de carcaca e a

gualidade da carne de frangos de corte.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da inclusdo da farinha de microalga Chlorella vulgaris
associada ou ndo ao probidtico (Bifidobacterium bifidum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidophilus e Bacillus subtilis) sobre as caracteristicas
produtivas, imunologicas e qualidade da carne de frangos de corte.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o desempenho zootécnico (consumo de ragdo, conversado alimentar,
ganho de peso, viabilidade criatoria e indice de eficiéncia produtiva) de
frangos alimentados com dietas adicionadas com diferentes niveis da

microalga Chlorella vulgaris associados ou ndo ao probidtico;

Avaliar o rendimento de carcaca e cortes (perna, asas, dorso e peito) de
frangos alimentados com dietas adicionadas com diferentes niveis da

microalga Chlorella vulgaris associados ou ndo ao probidtico;

Analisar o peso relativo dos 6rgéos linfoides (baco e bursa de Fabricius), os
titulos de anticorpos naturais e especificos de frangos alimentados com dietas
adicionadas com diferentes niveis da microalga Chlorella vulgaris associados

ou ndo ao probidtico.

Analisar a qualidade de carne do peito (pH, cor, capacidade de retencédo de
agua, perdas de peso por coccéo, forca de cisalhamento, oxidacao lipidica e
perfil de acidos graxos) de frangos alimentados com dietas adicionadas com
diferentes niveis da microalga Chlorella vulgaris associados ou ndo ao

probidtico.
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6 ARTIGO 1 - CARACTERISTICAS PRODUTIVAS E QUALIDADE DA CARNE DE
FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS ADICIONADAS DE
FARINHA DE MICROALGA (Chlorella vulgaris) E PROBIOTICO

PRODUCTIVE CHARACTERISTICS AND MEAT QUALITY OF BROILER
CHICKENS FED DIETS WITH MICROALGAE FLOUR (Chlorella vulgaris) AND
PROBIOTIC

RESUMO

A microalga Chlorella vulgaris por possuir constituintes com propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatérias, e o probiotico, importante por
manter a microbiota intestinal equilibrada, podem ser utilizados para melhorar a
producédo animal e a qualidade do produto final. Objetivou-se avaliar a adicdo de
diferentes niveis de incluséo de farinha da microalga Chlorella vulgaris associados
ou ndo ao probidtico sobre as caracteristicas produtivas e qualidade da carne de
frangos de corte. Foram utilizados 1.040 pintainhos de corte machos da linhagem
Cobb, com um dia de idade, por um periodo de 42 dias. Os tratamentos
experimentais consistiam na adi¢do de diferentes niveis de inclusdo da farinha de
microalga Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50 e 1%) associados ou nao (0,02%) ao
probiético (2,5x10° UFC/g de Bifidobacterium bifidum, 2,6x10° UFC/g de
Enterococcus faecium,1,3x10° UFC/g de Lactobacillus acidophilus e 3,6x10° UFC/g
de Bacillus subtilis). Foi adotado um delineamento em blocos casualizados, em
arranjo fatorial 4X2 (niveis da inclusdo de Chlorella vulgaris x inclusdo ou nédo de
probidtico). Os resultados mostram que na fase pré-inicial a adicdo de Chlorella
vulgaris proporcionou melhora linear na conversao alimentar, quando associada ao
probidtico aumentou linearmente o ganho de peso e ocasionou efeito quadratico
guando ndo associada. A dieta com apenas probiotico proporcionou menor ganho de
peso. No periodo de um a 35 dias e no periodo total de criagdo o probidtico
melhorou a conversao alimentar. Foi observada interacdo entre o nivel de 0,25% de
Chlorella vulgaris e probidtico no periodo total de criacdo, aumentando o indice de
Eficiéncia Produtiva. A adicdo de Chlorella vulgaris aumentou linearmente a
intensidade de amarelo e o teor de acido a-linolénico, efeito quadratico para o teor
de &cido araquidonico e efeito linear decrescente sobre a relacdo 6mega 6/6mega 3.
A adicao de probidtico reduziu a capacidade de retencdo de 4gua, sem comprometer
0os demais parametros de qualidade da carne, e aumentou o teor de &cido
araquidico. Conclui-se que a microalga Chlorella vulgaris ocasionou melhora no
desempenho na fase pré-inicial, contribuiu com a relacdo 6mega 6/6mega 3, como
corante natural, por aumentar a intensidade de amarelo na carne de peito, e com o
aumento do teor de acido a-linolénico e acido araquidénico, ndo comprometendo a
estabilidade oxidativa da carne. O probiético melhorou o desempenho de um a 35
dias e no periodo total de criacdo. A interacdo de 0,25% de Chlorella vulgaris com
probidtico foi benéfica a produtividade das aves, e com 1% de inclusdo da alga na
racdo houve aumento de acidos graxos polinsaturados da familia 6mega 3 e 6mega
6 na carne.

Palavras-chave: Acidos graxos polinsaturados. Aditivos. Aves. Desempenho.
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ABSTRACT

The microalgae Chlorella wvulgaris for having constituents with antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory properties, and the probiotic, important for
keeping the intestinal microbiota balanced, can be used to improve the intestinal
microbiota, and the quality of the final product. The objective was to evaluate the
addition of different levels of inclusion of flour from the microalgae Chlorella vulgaris
associated or not to the probiotic on the productive characteristics and quality of meat
of broilers. A total of 1,040 one-day-old male Cobb broiler chicks were used for a
period of 42 days. The experimental treatments consisted of the addition of different
levels of inclusion of flour from the microalgae Chlorella vulgaris (0, 0.25, 0.50 and
1%) associated or not (0.02%) with probiotic (2,5x10° UFC/g of Bifidobacterium
bifidum, 2,6x10° UFC/g of Enterococcus faecium,1,3x10° UFC/g of Lactobacillus
acidophilus and 3,6x10° UFC/g of Bacillus subtilis). A randomized block design in a
4X2 factorial arrangement (levels of Chlorella vulgaris inclusion x inclusion or not of
probiotic) was adopted. The results show that in the pre-initial phase the addition of
Chlorella vulgaris provided a linear improvement in feed conversion, when associated
with the probiotic, linearly increased the weight gain and caused a quadratic effect
when not associated. The diet with only probiotic provided less weight gain. In the
period of one to 35 days and in the total breeding period, the probiotic improved the
feed conversion. An interaction was observed between the level of 0.25% of
Chlorella vulgaris and probiotic in the total breeding period, increasing the Productive
Efficiency Index. The addition of Chlorella vulgaris linearly increased the yellow
intensity and the contente of a-linolenic acid, a quadratic effect for the contente of
arachidonic acid and a decreasing linear effect on the omega 6/omega 3 ratio. The
addition of probiotic reduced the water retention capacity, without compromising the
other meat quality parameters, and increased the arachidic acid content. It is
concluded that the microalgae Chlorella vulgaris caused an improvement in
performance in the pre-initial phase, contributed to the omega 6 / omega 3 ratio, as a
natural dye, by increasing the intensity of yellow in the breast meat, and with the
increase in the content of a-linolenic acid and arachidonic acid, without compromising
the oxidative stability of the meat. The probiotic improved the performance of one to
35 days and in the total breeding period. The interaction of 0.25% of Chlorella
vulgaris with probiotic was beneficial to the productivity of the birds, and with 1% of
inclusion of the algae in the diet there was an increase of polyunsaturated fatty acids
of the omega 3 and omega 6 family in the meat.

Key words: Polyunsaturated fatty acids. Additions. Birds. Performance.

Introducao

O setor avicola tem buscado por alternativas nutricionais que
melhorem a producdo e a saude animal (KAOUD, 2012). Neste aspecto, ha a
incorporacao de aditivos naturais e funcionais nas racdes, pois sdo constituidos de
substancias benéficas com funcdes antibacterianas, anti-inflamatérias e

antioxidantes (HAYES et al., 2017). Além de que os aditivos podem contribuir com
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0s processos metabdlicos e digestibilidade dos nutrientes (GADIEV et al., 2019),
sendo estes, segundo a Instrugcdo Normativa 44 de 15 de dezembro de 2015,
substancias, microrganismos ou produto formulado adicionado intencionalmente,
possuindo ou ndo valor nutritivo, que melhoram as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentacdo animal, estando diretamente relacionados com a saude e
producdo animal (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018).

As microalgas, organismos unicelulares microscopicos, podem ser
utilizadas como aditivo em racdes (SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK;
JOZEFIAK, 2015), sendo as microalgas verdes da classe Chlorophyceae as mais
relevantes na nutricdo (ABDELNOUR et al., 2019), como a Chlorella vulgaris
(PRABAKARAN et al., 2018). Esta alga se caracteriza pelo seu elevado potencial de
crescimento (KOTRBACEK; DOUBEK; DOUCHA, 2015), adaptabilidade as
condi¢gdes ambientais (SALVIA et al., 2014) e alta produtividade (AN et al., 2016).
Além disso, é utilizada como um alimento funcional devido aos seus componentes
(OH et al., 2015), que exercem atividade antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamatoria (PRABAKARAN et al., 2018), ocasionando assim beneficios a producéo
e saude animal e, consequentemente, a qualidade do produto final (MADEIRA et al.,
2017).

A Chlorella vulgaris € constituida por alto teor de proteina,
polissacarideos, minerais, vitaminas (PRABAKARAN et al., 2018), acidos graxos
polinsaturados (FREITAS, 2017), pigmentos carotenoides (PASARIN; ROVINARU,
2018; SILVA et al., 2019), compostos fendlicos (MUSZYNSKA et al., 2018), fibras
(KIM; KANG, 2015) e ainda tem atividade prebidtica (CHOI et al., 2016) aumentando
a diversidade microbiana benéfica do trato digestorio (EL-ABD; HAMOUDA, 2017).
Portanto, ocasiona beneficios fisiologicos, antioxidantes, bioquimicos (LEE et al.,
2010), imunoldgicos, no crescimento e produtividade das aves (KIM; KANG, 2015).

Outro aditivo de interesse € o probidtico por ser um produto natural,
seguro e nao toxico (BAI et al.,, 2018), composto de culturas Unicas ou mistas de
microrganismos vivos (ADHIKARI; KIM, 2017) n&o patogénicos, que mantém o
equilibrio da microbiota intestinal, e beneficiam a saude do hospedeiro (WU et al.,
2018). Diversas espécies sao utilizadas como probidticos, entre elas Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium (SUGIHARTO, 2016), Bacillus subtilis e
Bifidobacterium bifidum (LUO et al., 2013).
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O uso de probidtico na nutricdo animal é benéfico devido a sua
capacidade de inibir o desenvolvimento de patdégenos, por manter equilibrada a
microbiota intestinal, promovendo melhora na produtividade (MARKOWIAK;
SLIZEWSKA, 2018). Ainda, o probidtico ativa o sistema imunoldgico, aumenta a
atividade de enzimas digestivas (MOUSAVI; HOSSEINI; MIRHOSSEINI, 2018),
afetando positivamente a absorcdo de nutrientes (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2018), melhora a capacidade antioxidante dos animais (GONG et al., 2018) e a
gualidade da carne (LAN; LEE; KIM, 2017).

A Chlorella vulgaris e o probiético podem contribuir, portanto, com a
produtividade das aves, sendo alternativas viaveis aos antibioticos, jA que o setor
avicola tem buscado por produtos naturais, seguros e nao téxicos (BAI et al., 2018),
pois 0 uso excessivo de antibioticos pode desencadear o desenvolvimento de
bactérias resistentes, com desequilibrio da microbiota intestinal (KAOUD, 2012), e
deixar residuos na carne (FARIA FILHO et al., 2006). Assim como, alternativas ao
uso de antioxidantes sintéticos, visto que 0S mesmos possuem potencial
carcinogénico (LEAO et al., 2017).

Assim, objetivou-se avaliar as caracteristicas produtivas e de
gualidade da carne de frangos de corte alimentados com dietas adicionadas de
diferentes niveis de inclusdo da microalga Chlorella vulgaris associados ou ndo ao
probidtico (Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus

and Bacillus subtilis).

Material e métodos

No experimento, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), protocolo CEUA
10985.2019.33, foram utilizados 1.040 pintainhos de corte machos de um dia de
idade da linhagem Cobb, os quais foram criados por um periodo de 42 dias. Este
periodo foi dividido em quatro fases: pré-inicial (1 a 7 dias de idade), inicial (8 a 21
dias de idade), crescimento (22 a 35 dias de idade) e terminacéo (36 a 42 dias de
idade).

As aves foram alojadas em boxes com dimensdes de 2,10m? em
uma densidade de 12 aves por m% O manejo que as mesmas receberam era

semelhante as granjas comerciais, com agua e racao ad libitum durante todo periodo
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experimental. As ragfes experimentais foram formuladas a base de milho e farelo de
soja atendendo as exigéncias minimas preconizadas por Rostagno et al. (2017). A
composicdo percentual e calculada das racbes experimentais € apresentada na
Tabela 1.

Os tratamentos experimentais consistiam em dietas adicionadas de
diferentes niveis de farinha da microalga Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50 e 1%)
associados ou nado (0,02%) ao probiético (Bifidobacterium bifidum, Enterococcus
faecium, Lactobacillus acidophilus and Bacillus subtilis). Para a formulagdo das
racoes experimentais, a composi¢cdo nutricional da farinha da microalga Chlorella
vulgaris (Tabela 2) foi considerada. O probidtico utilizado, de origem comercial, era
constituido de Bacillus subtilis (3,6x10° UFC/g); Bifidobacterium bifidum (2,5x10°
UFC/g); Enterococcus faecium (2,6x10° UFC/g) e Lactobacillus acidophilus (1,3x10°
UFC/g) e foi incluido na formulagdo como inerte, jA que ndo possui valor nutricional,

na quantidade recomendada pelo fabricante.
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Tabela 1 - Composi¢ao percentual e calculada das racdes experimentais nas diferentes fases de criagéo.

Fases de criacéo Pré-inicial Inicial Crescimento Terminacao
Niveis Chlorella 0 0,25 0,50 1 0 0,25 0,50 1 0 0,25 0,50 1 0 0,25 0,50 1
vulgaris (%)
Ingredientes
Milho gréo 51,69 51,89 52,09 5248 5394 5413 5433 54,72 61,44 6164 6183 62,23 67,90 68,10 68,29 68,69
Farelo de soja 46% 41,98 41,62 41,25 4053 39,50 39,14 38,77 38,04 32,14 31,78 31,41 30,68 26,61 26,25 25,88 25,15
Calcério 0,94 0,95 0,96 0,98 0,86 0,87 0,88 0,90 0,74 0,75 0,76 0,78 0,71 0,72 0,73 0,75
Fosfato bicalcico 1,80 1,79 1,78 1,76 1,58 1,57 1,56 1,54 1,39 1,38 1,37 1,35 1,00 0,99 0,98 0,96
Oleo de soja 2,09 2,01 1,92 1,76 2,75 2,67 2,59 2,42 2,96 2,88 2,80 2,63 2,53 2,45 2,37 2,20
Sal comum 0,53 0,53 0,53 0,53 0,51 0,51 0,51 0,51 0,48 0,48 0,48 0,48 0,45 0,45 0,45 0,45
'Suplemento vitam. 0,50 0,50 0,50 0,50 0,40 0,40 0,40 0,40 0,35 0,35 0,35 0,35 0,30 0,30 0,30 0,30
+ min.
DL-Metionina 0,25 0,24 0,24 0,24 0,23 0,23 0,23 0,23 0,21 0,21 0,20 0,20 0,18 0,18 0,18 0,18
L-Lisina HCL 0,14 0,13 0,13 0,13 0,15 0,15 0,14 0,14 0,21 0,21 0,20 0,20 0,24 0,23 0,23 0,22
L-Treonina 0,06 0,07 0,07 0,08 0,06 0,07 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,09 0,06 0,07 0,08 0,09
Chlorella vulgaris 0,00 0,25 0,50 1,00 0,00 0,25 0,50 1,00 0,00 0,25 0,50 1,00 0,00 0,25 0,50 1,00
Inerte/probidtico 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total (kg) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Composicao nutricional calculada
Célcio (%) 0,97 0,97 0,97 0,97 0,88 0,88 0,88 0,88 0,76 0,76 0,76 0,76 0,63 0,63 0,63 0,63
Energia metab. 2975 2975 2975 2975 3,050 3,060 3,060 3,060 3,150 3,150 3,150 3,150 3,200 3,200 3,200 3,200
(kcal/kg)
Fosforo disp. (%) 0,46 0,46 0,46 0,46 0,42 0,42 0,42 0,42 0,37 0,37 0,37 0,37 0,30 0,30 0,30 0,30
Lisina total (%) 1,44 1,44 1,44 1,44 1,38 1,38 1,38 1,38 1,24 1,24 1,24 1,24 1,12 1,12 1,12 1,12
Metionina total (%) 0,59 0,59 0,59 0,59 0,57 0,57 0,57 0,57 0,51 0,51 0,51 0,51 0,46 0,46 0,46 0,46
Treonina total (%) 0,99 0,99 0,99 0,99 0,96 0,96 0,96 0,96 0,86 0,86 0,86 0,86 0,77 0,77 0,77 0,77
Proteina bruta (%) 2427 2427 2427 2427 2331 2331 2331 2331 2058 2058 2058 20,58 18,57 18,57 18,57 18,57
Saédio (%) 0,23 0,23 0,23 0,23 0,22 0,22 0,22 0,22 0,21 0,21 0,21 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20

'Suplemento vitaminico+mineral, quantidade/kg de rac&o: vit. A — 2.758.000Ul/kg; vit. E — 689.000Ul/kg; vit. B1 — 608mg/kg; vit. B2 — 1.655mg/kg; vit. B6
— 819mg/kg; vit. B12 — 4.150mcg/kg; vit. K3 — 537mg/kg; vit. D3 — 689UI/kg; pantotenato célcio — 3.230mg/kg; niacina — 9.800mg/kg; &cido félico — 200mg/kg;
biotina — 20mg/kg; zinco — 12g/kg; ferro — 12g/kg; manganés — 14g/kg; cobre — 3.120mg/kg; iodo — 252mg/kg; cobalto — 76mg/kg; selénio — 75mg/kg;
etoxiquim — 52mg/kg; B.H.A. — 40mg/kg; veiculo Q. S. P. — 1.000mg/kg.
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Tabela 2 - Composicéo nutricional da microalga Chlorella em po.

Componente Quantidade
Matéria seca (%) 94,80
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.720
Proteina bruta (%) 60,60
Gordura (%) 12,80
Fibra bruta (%) 13,00
Cinzas (%) 4,50
Lisina (%) 4,88
Metionina (%) 1,20
Célcio (%) 0,01
Foésforo (%) 1,06

Fonte: Kang et al. (2013, p.102)

No final de cada fase de criagdo, os parametros de desempenho
zootécnico, consumo de racao/ave; ganho de peso/ave e conversao alimentar, foram
determinados, sendo as aves e as racdes pesadas no inicio e final de cada fase. A
viabilidade criatoria foi determinada utilizando-se a formula: VC (%) = (numero total
de animais existentes/ numero de animais alojados com um dia de idade) x 100 e o
indice de eficiéncia produtiva foi calculado por meio da formula: IEP =(ganho de
peso diario (kg) x viabilidade criatoria (%)/ conversao alimentar) x100.

Aos 43 dias de idade, duas aves que representavam o peso médio
da parcela experimental foram submetidas a um periodo de jejum pré-abate de oito
horas. Em seguida, as aves foram pesadas individualmente na plataforma de abate,
insensibilizadas eletricamente por meio do aparelho da marca Fluxo, modelo FX 2.0,
(Chapecd, Brasil), no qual foram expostas por dez segundos a 42 volts e 800 Hertz e
posteriormente, sangradas, escaldadas, depenadas e evisceradas.

Em seguida, as carcacas foram submetidas a cortes comerciais de
peito, asas, dorso e pernas (coxa e sobrecoxa) a fim de determinar o rendimento de
carcaca e cortes. Para obter o rendimento de carcaca considerou-se a relacao entre
0 peso da carcacga sangrada, depenada e eviscerada, sem cabeca, pescoco e pés, e
0 peso vivo de abate. Os rendimentos dos cortes de peito, pernas (coxa +
sobrecoxa), dorso e asas foram determinados em relacdo ao peso da carcaca
eviscerada (MOREIRA et al., 2004).

Para a realizacdo das analises de qualidade de carne utilizou-se 144
amostras do musculo pectoralis major, sendo 16 amostras por tratamento, que apos

serem coletadas, foram resfriadas em solu¢do de dgua com gelo e armazenadas a
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4°C por 24 horas para a realizagdo das seguintes andlises de qualidade de carne:
pH, cor, capacidade de retencdo de agua (CRA), perdas de 4gua durante a coccédo e
forga de cisalhamento.

O pH das amostras do musculo Pectoralis major foi aferido em
duplicata por meio da inser¢cdo do eletrodo na parte cranio dorsal do musculo,
usando um potencidometro modelo 205, Testo AG (Lenzkirch, Alemanha), conforme
procedimento realizado por Bridi et al. (2012).

As medidas de cor foram realizadas em triplicata, na superficie
dorsal do musculo pectoralis major, em trés diferentes pontos (OLIVIO et al., 2001).
Para esta andlise utilizou-se o colorimetro Konica Minolta CR 10 (Osaka, Japao) e
os resultados foram expressos em L* (luminosidade), a*(componente vermelho-
verde) e b*(componente amarelo-azul), conforme o sistema CIE L*a*b* de cores.

A andlise de CRA foi realizada em duplicata, avaliada conforme a
metodologia descrita por Hamm (1961), em que foram pesados 2,0 g (+ 0,10 g) de
amostra da parte cranial do masculo Pectoralis major. Apés cortadas, as amostras
foram colocadas entre dois papeis filtros e posteriormente colocadas entre duas
placas de acrilico, sobre as quais depositou-se um peso de 10kg, permanecendo
assim por cinco minutos. Em seguida, as amostras foram pesadas novamente e
entdo a CRA foi determinada pela porcentagem de agua exsudada por meio da

seguinte equacéo:

CRA = 100-[(Pi-Pf/Pi)x100]

Em que: Pi e Pf sdo os pesos iniciais e finais das amostras, respectivamente.

Para determinar a perda de agua durante a coccéo, foram pesadas
aproximadamente 90 g de carne de peito em balanca semi-analitica, embaladas em
sacos plasticos, e depois imersas em banho-maria a 85°C por 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram retiradas do banho e resfriadas em temperatura
ambiente e novamente pesadas, sendo que a diferenca entre o peso inicial e final
das amostras correspondeu as perdas durante a coc¢do, de acordo com Cason;
Lyon; Papa (1997).

As amostras de carne do peito anteriormente cozidas, usadas na
analise de determinacéo das perdas por cocc¢éo, foram utilizadas para determinar a

forca de cisalhamento, em que foram cortadas, no sentido das fibras, em pedacos de
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1x1x2 cm?® para altura, largura e comprimento, respectivamente. Em seguida, foram
submetidas ao texturometro universal TA-XT2i, no qual as amostras foram dispostas
com as fibras orientadas no sentido perpendicular a lamina Warner-Bratzler e
determinou-se a forca maxima necessaria para efetuar seu corte, como descrito por
Froning; Babiji; Mather (1978), sendo a forca maxima necesséria para efetuar os
cortes expressa em Newton.

Para a andlise de oxidacéo lipidica, realizada segundo metodologia
proposta por Mendes; Cardoso; Pestana (2009), amostras do peito foram
armazenadas por 60 dias a -20°C. Foram pesados 10 g de amostra para posterior
homogeneizacdo com 15 mL de solucdo de &cido tricloroacético (TCA) 7,5% em
turrax por um minuto (7000 rpm) para posterior centrifugacdo por 10 minutos (6000
rpom a 20°C). O sobrenadante foi filtrado e aliquotas de 5 mL foram coletadas e
nestas foram adicionadas 5 mL de solucdo de acido tiobarbitarico (TBA). Apos, a
solucéo foi inserida em banho-maria a 100°C por 35 minutos. Depois de resfriadas,
foram medidas em espectrofotdmetro a 532 nm, e os resultados foram expressos em
mg de MDA/kg de amostra, segundo a curva padrdo y = 1,565.10%x + 0,0017 (R?=
0,9991).

O perfil de acidos graxos da carne do peito foi avaliado por meio de
cromatografia gasosa com coluna capilar e detector de chama, sendo a extracao de
lipidios realizada conforme metodologia adaptada de Bligh; Dyer (1959). As
amostras de peito, aproximadamente 25 g, foram homogeneizadas com 15 ml de
metanol e 30 ml de cloroféormio em placa agitadora. Posteriormente, 15 ml de agua
destilada foram adicionados a solucédo e o homogenato foi filtrado a vacuo em funil
de Buchner. Em seguida, o filtrado foi transferido para um funil de separacdo, no
gual foi acrescentado 10 ml de NaCl 0,9%. Com a separacado de fases, foi coletada
a fase inferior contendo cloroférmio e a matéria graxa total, sendo o solvente
evaporado em um rotaevaporador com temperatura controlada de 33-34°C. A
hidrolise e transesterificacdo foram realizadas de acordo com o método da I1SO
(1978), em que para 200 mg da matéria graxa foram adicionados 2ml de NaOH 2M
em metanol e n-heptano.

A fase superior foi recolhida, contendo n-heptano e ésteres metilicos
de acidos graxos, e transferida para um eppendorf armazenado a -18°C até o
momento da analise. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram analisados

utilizando cromatégrafo Shimadzu modelo 172 GasChromatograph, equipado com
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detector de ionizacdo de chama e coluna capilar (100m x 0,25 mm) com 0,25um de
cianopropilpolisiloxano CP Sl 88.

A rampa de temperatura da coluna foi programada para: 65°C por 15
minutos; 10°C.min™* até 165° C mantido por 2 minutos; 4° C.min™* até 185°C mantido
por 8 minutos; 4°C.min™ até 235°C mantido por 5 minutos, sendo o detector e o
injetor mantidos a 260° C, utilizado Split de 1/100. O fluxo de gases foi de 1,2ml.min"
! para 0 gas de arraste (Hy), 30ml.min™ para o gas auxiliar (N2), 30 e 300ml.min™
para os gases da chama, H; e ar sintético, respectivamente.

Para a identificacdo dos acidos graxos realizou-se uma comparacao
dos tempos de retencéo relativos dos picos das amostras com padrbes de ésteres
metilicos de acidos graxos (SIGMA-SUPELCO 18919), sendo os resultados
expressos em porcentagem de area normalizada dos acidos graxos. Também foram
identificados segundo a nomenclatura recomendada pela IUPAC (IUPAC-IUB; 1978).

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados
em esquema fatorial 4X2, com quatro niveis de inclusdo de farinha da microalga
Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50; 1%) associados ou nao a adi¢do de probiotico, com
cinco repeticbes de 26 aves por parcela experimental. Os resultados foram
submetidos a analise de regressao para os diferentes niveis de inclusdo da farinha
de microalga e submetidos a analise de variancia (Teste F) para o fator probidtico
por meio do programa estatistico R e as diferencas estatisticas foram consideradas
significativas a um nivel de significancia de 5%.

Quando a interacao entre os niveis de inclusdo de Chlorella vulgaris
e probidtico foi significativa, realizou-se o desdobramento a fim de identificar o
comportamento das respostas em funcéo dos niveis de Chlorella vulgaris associados
ou nao ao probidtico e o fator probidtico associado ou ndo aos niveis de inclusédo de
Chlorella vulgaris, sendo utilizada analise de variancia (Teste F) para o fator
probidtico e analise de regressdo para os niveis de Chlorella vulgaris, as equacdes

de regressao (linear ou quadratica) foram determinadas quando necessario.
Resultados e discusséo
Os resultados obtidos para o consumo de racdo, ganho de peso,

conversdo alimentar, viabilidade criatéria e indice de eficiéncia produtiva nas fases

de criacdo pré-inicial, periodo de 21 dias de idade, 35 dias e no periodo de um a 42
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dias de idade (Tabela 3) mostram que na fase pré-inicial houve efeito significativo na
interacdo dos diferentes niveis de inclusdo de Chlorella vulgaris e probidtico para o
ganho de peso (Tabela 4), sendo que no tratamento sem probi6tico houve efeito
quadratico da adicdo dos niveis de inclusdo da alga (y= 0,1315 + 0,0329x -
0,0313x?), com melhor nivel de incluséo de 0,50%, e no tratamento com adicdo de
probidtico observou-se aumento linear (y= 0,1227 + 0,0222x), podendo ser verificado
gue a medida que o nivel de inclusdo da alga aumenta, juntamente com o probidtico,
obtém-se maior ganho de peso.

Também foi observado efeito do probidtico no tratamento sem
adicdo de alga, em que a auséncia de probidtico e de alga proporcionou maior
ganho de peso em relacdo ao tratamento sem alga e com probidtico. Ainda, na fase
pré-inicial, houve melhora linear na conversao alimentar a medida que o nivel de
inclusdo da alga na racdo aumentou (1,2521 - 0,0925x). Neste periodo, a viabilidade
criatoria € de 100% em todos os tratamentos e observa-se que o indice de eficiéncia
produtiva nao foi alterado pelos diferentes tratamentos.

No periodo de 21 dias de idade ndo foram observadas diferencas no
desempenho das aves alimentadas com diferentes niveis de inclusdo de Chlorella
vulgaris associados ou nao ao probiotico (p>0,05). Enquanto que no periodo de um
a 35 dias e de um a 42 dias de idade observa-se que a adicdo de probidtico na
racao proporcionou melhor conversédo alimentar nos dois periodos. Além disso, no
periodo de um a 42 dias observa-se efeito significativo na interacdo da microalga
Chlorella vulgaris com o probidtico (Tabela 4), em que o tratamento com adicdo de
0,25% de Chlorella vulgaris com probiotico proporcionou o melhor indice de
eficiéncia produtiva.

A auséncia de efeito do probidtico nas fases de um a sete dias e de
um a 21 dias pode ser proveniente da auséncia de fatores desafiantes,
estressantes do ambiente que proporcionou um bom estado sanitario das aves,
visto que o bem-estar dos animais esta inversamente relacionado as respostas ao
probiético (FARIA et al., 2009). No periodo de um a 35 dias e de um a 42 dias a
exposicado das aves aos microrganismos e as condicdes adversas do ambiente foi
maior, o que pode explicar o efeito benéfico do probidtico no desempenho das aves

nestas fases.
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Tabela 3 — Valores médios referentes ao consumo de ragéo (CR), ganho de peso (GP), conversao alimentar (CA), viabilidade criatéria (VC) e

indice de eficiéncia produtiva (IEP) de frangos alimentados com diferentes niveis de Chlorella vulgaris (Alga) associados ou ndo ao probidtico.

Parametros Chlorella vulgaris (Alga) Probiético

0% 0,25% 0,50% 1,00% Sem Com CV (%) Alga Probidtico Alga x Probiético
1-7 dias de idade
CR (kg/ave) 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 4,42 0,080 0,076 0,155
GP (kg/ave) 0,13 0,13 0,14 0,14 0,14 0,13 6,27 <0,005 0,421 0,030
CA (kg/kg) 1,28 1,22 1,20 1,18 1,21 1,23 4,55 <0,005* 0,831 0,062
IEP (%) 143,81 152,47 167,12 167,14 161,16 154,11 13,53 0,052 0,305 0,075
1-21 dias de idade
CR (kg/ave) 1,21 1,18 1,20 1,20 1,19 1,20 5,49 0,857 0,784 0,086
GP (kg/ave) 0,83 0,82 0,85 0,84 0,82 0,84 7,77 0,738 0,334 0,180
CA (kg/kg) 1,46 1,45 1,41 1,44 1,46 1,42 4,3 0,324 0,113 0,379
VC (%) 94,87 92,69 91,54 94,61 93,93 92,88 5,07 0,384 0,487 0,538
IEP (%) 252,19 249,72 263,11 262,63 251,27 262,55 1252 0,707 0,276 0,101
1-35 dias de idade
CR (kg/ave) 3,41 3,39 3,44 3,39 3,41 3,40 3,43 0,715 0,897 0,114
GP (kg/ave) 2,08 2,03 2,08 2,06 2,05 2,08 3,92 0,503 0,254 0,148
CA (kg/kg) 1,64 1,67 1,65 1,65 1,67 1,64 1,92 0,187 0,011 0,417
VC (%) 82,69 84,23 82,69 85,04 83,00 84,23 7,63 0,753 0,637 0,283
IEP (%) 309,73 292,58 297,02 306,49 297,55 304,75 7,19 0,340 0,288 0,129
1-42 dias de idade
CR (kg/ave) 4,92 491 4,94 4,89 491 4,92 2,63 0,843 0,842 0,058
GP (kg/ave) 2,84 2,82 2,81 2,81 2,80 2,84 2,72 0,800 0,100 0,088
CA (kg/kg) 1,73 1,74 1,76 1,74 1,76 1,73 1,68 0,419 0,023 0,978
VC (%) 81,15 81,92 81,92 84,62 82,31 82,50 7,97 0,662 0,927 0,276
IEP (%) 316,37 315,41 312,16 324,46 312,27 321,93 6,84 0,486 0,429 0,032

Médias comparadas a diferenca significativa de 5% de significancia pelo teste F.

CV = Coeficiente de Variacao.

*Efeito linear: y= 1,2521 - 0,0925x R* 0,620
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Tabela 4 - Desdobramento da interacdo entre os niveis de inclusdo de Chlorella
vulgaris associados ou ndo ao probiético para 0 ganho de peso na fase de um a sete
dias de idade e indice de eficiéncia produtiva de um a 42 dias de idade.

Ganho de peso (kg/ave) de 1 a 7 dias de idade

Niveis Chlorella vulgaris (%) Sem probiotico* Com probidtico**

0 0,132 0,12b

0,25 0,13 0,13

0,50 0,15 0,13

1,00 0,13 0,14
indice de eficiéncia produtiva (%) de 1 a 42 dias de idade

Niveis Chlorella vulgaris (%) Sem probiotico Com probiético

0 328,93 323,24

0,25 299,87b 330,942

0,50 325,27 299,05

1,00 314,41 334,51

*Efeito quadratico: y= 0,1315 + 0,0329x — 0,0313x° R* 0,343
**Efeito linear: y= 0,1227 + 0,0222x R?: 0,824

A melhora ocasionada na conversdo alimentar pela Chlorella
vulgaris na fase pré-inicial € devido aos seus componentes que apresentam
atividade antimicrobiana, como a substancia clorelina (ABDELNOUR et al., 2019),
fibras (KIM; KANG, 2015) e polissacarideos (PRABAKARAN et al., 2018), como
mananoligossacarideo (REZVANI; ZAGHARI; MORAVEJ, 2012), ramnose,
galactose, glicose, xilose, arabinose e manose (SAFI et al., 2014), que sao digeridos
por microrganismos presentes na flora intestinal, aumentando a proliferacdo de
bactérias benéficas no trato gastrintestinal, o que favorece a eficiéncia de absorcéo
dos nutrientes (KANG; PARK; KIM, 2017). Além disso, é constituida de &acidos
graxos polinsaturados essenciais, prevalecendo altos teores de acido a-linolénico
(&cido graxo da série 6mega 3) (FREITAS, 2017), que reduz a formacédo de
eicosanoides com caracteristicas inflamatorias e com ocorréncia de distarbios
imunologicos (BORGES et al., 2014).

Esta alga também é abundante em nutrientes, como alto teor de
proteina (KANG et al. 2013), em torno de 60% (SALVIA et al.,2014), podendo conter
até 62% de proteina (GADIEV et al., 2019), 9-18% de fibra, vitaminas e minerais
(RANI, SANDAL; SAHOO, 2018), como vitamina A e C (SALVIA et al., 2014),
potassio, sédio, magnésio, ferro, calcio (BLEAKLEY; HAYES, 2017), selénio (EL-
ABD; HAMOUDA, 2017) e aminoacidos essenciais (PRABAKARAN et al., 2018).
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Por estas caracteristicas, a Chlorella vulgaris pode ter contribuido
com o melhor aproveitamento dos nutrientes pelos animais, por afetar
positivamente o trato digestério e o desenvolvimento do trato gastrintestinal das
aves, ja que o sistema digestério do pintainho € imaturo do ponto de vista
funcional, portanto ndo ocorre a adequada digestdo e absor¢cédo dos nutrientes na
primeira semana de vida, sendo necessario o fornecimento de alimentos de
gualidade para o melhor desenvolvimento do trato gastrintestinal das aves
(SANTOS et al., 2012).

O melhor resultado na conversao alimentar das aves alimentadas
com probi6tico no periodo de um a 35 dias e de um a 42 dias de idade é em fungéo
de que o probiético age na inibicdo de patdégenos por meio de competicdo por
nutrientes, producdo de substéncias bacteriostaticas, assim como, disputa pelos
sitios de ligac&o no epitélio intestinal (DERAZ; ELKOMY; KHALIL, 2019) e por meio
de estimulagdo do sistema imune (MIRZA, 2018).

O probidtico mantém a integridade intestinal, pois & capaz de
proteger e equilibrar a microbiota intestinal, o que diminui a transferéncia de
bactérias e seus produtos metabdlicos para a circulacdo, e assim evita que ocorra
aumento das respostas inflamatorias com consequente piora no desempenho animal
(GADDE et al., 2017).

A integridade do epitélio intestinal € fundamental para a saude do
animal, pois atua como uma barreira natural contra bactérias patogénicas, e para
substancias téxicas presentes no lumen intestinal (SHANMUGAPRIYA et al., 2015).
Ainda, segundo Borda-Molina, Seifert e Silva (2018), o probiético aumenta a
atividade de enzimas digestivas, como lipase, protease e amilase, melhorando assim
o desempenho das aves.

O desdobramento da interacéo entre os diferentes niveis de inclusdo
da microalga Chlorella vulgaris e probidtico para ganho de peso e indice de
eficiéncia produtiva evidenciou que o probiodtico contribuiu com a digestibilidade da
alga, que é um alimento rico em fibras, lipideos e proteina, pois 0 mesmo pode
aumentar a atividade de enzimas digestivas (DERAZ; ELKOMY; KHAIL, 2019),
sendo a secrecdo de enzimas menor nos primeiros dias de vida das aves e
apresentam devida eficiéncia conforme a idade do frango aumenta (SANTOS et al.,

2012).
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A auséncia de probidtico associado a ndo inclusdo de Chlorella
vulgaris proporcionou maior ganho de peso em relagdo ao tratamento com adigéo de
probidtico devido a auséncia de fatores desafiantes, estressantes do ambiente,
visto que o efeito do probidtico é inversamente proporcional ao estado sanitario das
aves (FARIA et al., 2009). Além disso, para que o probidtico exerca beneficios ao
desempenho é importante que ocorra equilibrio da microbiota intestinal, o que
ocasiona a maturidade do trato gastrintestinal, favorececendo a absorcdo dos
nutrientes, porém a estabilidade da microbiota intestinal leva um determinado
tempo para ocorrer, e na auséncia de desafios o probidtico pode ocasionar
disbacteriose, desequilibrio da microbiota, o que pode afetar o desempenho das
aves nao desafiadas (LEANDRO et al., 2010).

Para o indice de eficiéncia produtiva no periodo de um a 42 dias de
idade, o probiotico associado ao nivel de inclusdo de 0,25% de Chlorella vulgaris
aumentou este parametro, podendo comprovar que a combinacéo entre a alga e o
probidtico pode aumentar a eficiéncia produtiva de criagdo dos frangos de corte,
promovendo resultados positivos no desempenho zootécnico das aves.

Este resultado sugere que a Chlorella vulgaris pode apresentar
atividade prebidtica por possuir polissacarideos, como mananoligossacarideo
(REZVANI; ZAGHARI; MORAVEJ, 2012), ramnose, galactose, glicose, xilose,
arabinose, manose e B1-3 glucano (SAFI et al., 2014), além de fibras (KIM; KANG,
2015), sendo que o0 prebidtico funciona como substrato seletivo para bactérias
benéficas (PAN; YU, 2014) por serem resistentes as enzimas do trato gastrintestinal
superior, fermentados no intestino grosso (PATEL; GOYAL, 2012). Assim, estimulam
o desenvolvimento do probidtico, o qual exerce efeitos benéficos no desempenho
animal, porém este efeito s é observado em um nivel de 0,25% de alga, indicando
gue o excesso de carboidratos ndo-digeriveis, enquanto ndo sédo fermentados, pode
ocasionar efeito osmético no trato gastrintestinal, resultando na incidéncia de
diarreia (SAAD, 2006), o que pode prejudicar o aproveitamento destes nutrientes

pelo probidtico.

Os resultados de rendimento de carcaca e cortes (Tabela 5)
mostram que os diferentes niveis de inclusdo da Chlorella vulgaris e/ou probiético
nao influenciaram nestas caracteristicas. Também nao houve interacao entre estes

dois aditivos (p>0,05). Estes resultados eram esperados, visto que ndo houve efeito
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dos diferentes tratamentos sobre o peso das aves no decorrer das fases de criagéo,

apesar de ter ocorrido uma melhor conversao alimentar.
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Tabela 5 — Valores médios de rendimentos de carcaca e cortes de frangos alimentados com diferentes niveis de Chlorella vulgaris

(Alga) associados ou ndo ao probidtico.

Parametros Chlorella vulgaris (Alga) Probiotico p-valor
0% 0,25% 050% 1,0000 Sem Com CV (%) Alga Probidtico Alga x Probiotico

Rendimentos (%)

Carcaca 70,64 71,16 71,42 7097 70,82 7122 185 0,584 0,346 0,086
Pernas 31,13 31,41 31,48 31,19 31,40 31,21 4,12 0,914 0,653 0,967
Dorso 17,82 18,09 17,74 17,90 18,01 17,77 6,04 0,903 0,504 0,975

Asas 10,61 10,69 10,42 10,70 10,61 10,60 3,43 0,287 0,894 0,834
Peito 40,44 39,81 40,36 40,21 39,99 40,42 4,49 0,867 0,454 0,922

Médias comparadas a diferenca significativa de 5% de significancia pelo teste F.

CV = Coeficiente de Variagéo.
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Estes resultados se assemelham aos encontrados por Junaid et al.
(2018) que nao verificaram resultado significativo para rendimento da carcaga, coxa,
peito e asas ao utilizar o probidtico Lactobacillus acidophilus (10° e 10” UFC) e o
Bifidobacterium bifidum (10° e 10" UFC). An et al. (2016) ao estudarem a adicéo de
Chlorella vulgaris (0,05, 0,15 e 0,5%) na dieta de frangos de corte observaram que
os rendimentos do peito e de pernas néo foram afetados.

Os resultados de qualidade de carne (Tabela 6) mostram que a
luminosidade, intensidade de vermelho, pH, forca de cisalhamento e oxidac&o
lipidica ndo foram influenciados pela alimentacédo das aves com adicao de diferentes
niveis de Chlorella vulgaris associados ou ndo ao probiético (p>0,05). A capacidade
de retencdo de agua foi reduzida com adicdo de probidtico na racdo das aves
(p<0,05) e a adicdo de Chlorella wvulgaris aumentou linearmente
(y=13,2633+3,4048x) a intensidade de amarelo (p<0,05).
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Tabela 6 — Valores médios correspondentes a perda de agua por cocgcdo (PPC), capacidade de retencdo de agua (CRA), L*

(luminosidade), a*(componente vermelho-verde), b*(componente amarelo-azul), potencial hidrogenionico (pH), textura e oxidacao

lipidica de frangos alimentados com diferentes niveis de Chlorella vulgaris (Alga) associados ou ndo ao probidtico.

Parametros Chlorella vulgaris (Alga) Probiotico p-valor
0% 0,25% 050% 1,00 Sem Com CV (%) Alga Probidtico Alga x Probiético

PPC (%) 26,86 26,59 25,31 26,40 25,83 26,75 7,94 0,381 0,178 0,518
CRA (%) 67,02 67,29 66,72 66,38 67,75 6596 3,04 0,778 0,009 0,593
L* 49,36 49,51 49,45 49,58 49,08 49,87 2,98 0,989 0,098 0,964
a* 1,88 2,13 2,23 2,46 2,30 2,05 26,4 0,179 0,185 0,170
b* 12,94 14,33 15,30 16,45 14,89 14,62 7,79  0,000* 0,454 0,380
pH 6,12 6,16 6,17 6,11 6,14 6,14 1,58 0,375 0,870 0,986
Textura (Newton) 17,46 17,07 14,74 15,89 16,26 16,32 23,26 0,386 0,963 0,397
Oxidacéo lipidica 0,10 0,10 0,09 0,11 0,10 0,11 17,94 0,412 0,139 0,724

(mg TBARS/kQ)

Médias comparadas a diferenca significativa de 5% de significancia pelo teste F.

CV = Coeficiente de Variacao.
*Efeito linear: y= 13,2633+ 3,4048x R% 0,953
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Apesar desta menor capacidade de retencdo de agua, obtida no
presente trabalho, este resultado n&o influenciou negativamente nos demais
parametros de qualidade da carne, como pH, cor (L*, a* e b*), perda de agua por
coccéao e forca de cisalhamento. Segundo Palma (2017), a capacidade de retencao
de &gua interfere na cor, na maciez e suculéncia da carne, pois quanto maior a
guantidade de &gua fixada na carne, maior a suculéncia, o que melhora a maciez
(ANADON, 2002).

Assim, se a capacidade de retencdo de agua € baixa, ha maior
perda de agua e a cor da carne é afetada, apresentando aparéncia palida devido ao
aumento da dispersédo da luz (BATISTA, 2010), e também se a carne reter menos
agua menos pigmentos serdo mantidos (FLETCHER, 2002). Porém, no presente
trabalho, apesar da menor capacidade de retencdo de agua, observa-se que a
luminosidade néo foi afetada e os valores obtidos sédo de carnes normais, visto que,
segundo Olivio, Guarnieri e Shimokomaki (2001), a faixa ideal de luminosidade para
carnes de frango encontra-se em torno de 50.

A inclusdo de Chlorella vulgaris exerceu efeito linear significativo
para a intensidade de amarelo, comprovando seu potencial como corante natural
devido aos pigmentos carotenoides que a compde como a luteina, astaxantina,
fucoxantina, B-caroteno e cantaxantina (PASARIN; ROVINARU, 2018), bem como
clorofila a e b, feofitina a (SILVA et al., 2019), sendo que produtos mais corados sao
desejaveis pelos consumidores (KONKOL et al., 2018), pois a cor influencia a
aparéncia visual da carne (ABDULLA et al., 2017).

No estudo realizado por Oh et al. (2015) também foi possivel
comprovar o aumento da intensidade de amarelo da carne do peito de patos com a
adicdo da alga (0, 1.000 e 2.000 mg). Enquanto que Zheng et al. (2012) e Kim;
Kang (2015) observaram resultados semelhantes em ovos de galinhas poedeiras
ao adicionarem respectivamente 0,1 e 0,2% e 25, 50 e 75 g de Chlorella/ kg de
racao.

Quanto a oxidacao lipidica ndo foram observadas diferencas nestes
resultados com os diferentes tratamentos. Resultados diferentes foram obtidos por
Bai et al. (2016b), que adicionaram 0; 0,2; 0,3 e 0,4 g de Bacillus subtilis / kg de
racdo e Bai et al. (2018), ao adicionaram 0; 0,2; 0,3; 0,4 e 0,5 g de Bacillus
subtilis’/lkg de ragdo. Estes autores observaram reducdo na oxidacdo lipidica de

frangos de corte ao fornecer probidtico nas ragdes, sendo que esta discrepancia de
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resultado pode ser devido a quantidade de probiético adicionada a dieta, pois 0s
autores trabalharam com maiores niveis de incluséo.

O probidtico pode reduzir a oxidacao lipidica devido a capacidade de
evitar que ocorram danos nocivos ocasionados por espécies reativas ao oxigénio,
pois bactérias laticas produzem superperoxido dismutase, responsavel por converter
os radicais superperéxidos em peroxido de hidrogénio e oxigénio, o que diminui a
atividade das espécies reativas ao oxigénio (DOWARAH; VERMA; AGARWAL,
2017).

Além disso, podem produzir catalase, como os lactobacillus,
destruindo o perdxido de hidrogénio, bloqueando a formacdo de radicais peroxil,
além de glutationa e tiorredoxina (DOWARAH; VERMA; AGARWAL, 2017). O
probidtico também pode hidrolisar grandes moléculas de proteina e formar peptideos
biologicamente ativos, como a glutationa, podendo contribuir com propriedades
antioxidantes (OGNIK et al., 2017).

A adicdo de Chlorella vulgaris também néo influenciou na oxidagéo
lipidica (p>0,05), apesar desta alga apresentar componentes antioxidantes, como
carotenoides, compostos fendlicos e selénio, que desempenham atividade
antioxidante devido as propriedades de oxidorreducdo, as quais absorvem e
neutralizam radicais livres ou decompdem per6xidos (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). Resultado este diferente do observado por EI-Abd,
Hamouda e Dawoud (2018), os quais estudaram a adicdo de cinco gramas de
Chlorella vulgaris congelada, descongelada e fresca / litro de agua.

Em relac&o ao perfil de acidos graxos encontrado na carne de peito
dos frangos de corte (Tabela 7) € possivel observar que houve efeito linear
crescente (y= 1,9134+ 0,3490x) dos diferentes niveis de inclusdo de Chlorella
vulgaris sobre a quantidade de acido o-linolénico (C18:3n-3), assim como efeito
quadratico (y= 0,7100 — 0,8010x + 0,6818x%) para a quantidade de &cido
araquidénico (C20:4n-6) e efeito linear decrescente (y= 11,9722 - 1,0764x) sobre a
relacdo 6mega 6/6mega 3. Ainda, o probidtico aumentou (p<0,05) a quantidade de
acido araquidico (C20:0) e nao foi observado efeito da interacao entre a inclusdo de

Chlorella vulgaris e probiotico sobre o perfil de acidos graxos (p>0,05).
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Tabela 7 - Perfil de acidos graxos da carne de peito de frangos de corte alimentados com diferentes niveis de Chlorella vulgaris

(Alga) associados ou nédo ao probidtico.

Acidos graxos (%) Chlorella vulgaris (Alga) Probidtico p-valor
0% 0,25% 0,50% 1,00% Sem Com CV (%) Alga Probidtico  Alga x Probiético

Acido miristico (C14:0) 045 0,44 0,44 0,47 0,45 0,45 12,26 0,573 0,820 0,485
Acido palmitico (C16:0) 20,87 19,85 21,67 20,14 21,36 19,91 19,18 0,737 0,257 0,649
Acido palmitoleico (C16:1n-9) 459 4,33 4,30 4,68 4,42 453 18,34 0,655 0,670 0,956
Acido esteérico (C18:0) 547 5,36 5,84 5,02 5,75 510 26,97 0,662 0,170 0,786
Acido oleico (C18:1n-9) 38,32 39,32 38,47 39,39 38,70 39,05 6,00 0,639 0,636 0,244
Acido linoleico (C18:2n-6) 26,62 2691 25,76 26,47 25,66 27,22 12,01 0,870 0,130 0,940
Acido araquidico (C20:0) 0,35 0,36 0,37 0,34 0,33 0,38 20,8 0,770 0,022 0,745
Acido a-linolénico (C18:3n-3) 1,83 2,11 2,10 2,23 1,99 2,14 13,98 0,029* 0,117 0,555
Acido eicosadienoico (C20:2) 0,17 0,19 0,16 0,17 0,17 0,18 19,47 0,146 0,516 0,053
Acido y-linolénico (C20:3n-6) 0,25 0,25 0,22 0,23 0,24 0,23 15,49 0,193 0,687 0,536
Acido araquidénico (C20:4n-6) 0,69 0,59 0,45 0,60 0,63 0,54 29,67 0,031* 0,114 0,734
Acido clupanodénico (C22:5n-3) 0,23 0,20 0,17 0,19 0,21 0,18 30,00 0,172 0,094 0,556
Acido cervonico (C22:6n-3) 0,08 0,09 0,04 0,08 0,07 0,07 63,71 0,106 0,770 0,524
Total saturados 27,14 26,01 28,33 25,97 27,88 25,85 19,63 0,720 0,232 0,681
Total monoinsaturados 42,91 43,65 42,77 44,07 43,12 4358 6,11 0,660 0,583 0,384
Total polinsaturados 29,94 30,34 28,90 29,96 29,00 30,57 11,6 0,811 0,161 0,931
Omega 3 (n-3) 2,32 2,45 2,31 2,50 2,39 2,40 8,82 0,114 0,951 0,546
Omega 6 (n-6) 27,57 27,75 26,43 27,29 26,52 28,00 11,79 0,803 0,158 0,937
Relagdo n-6/n-3 1298 11,59 11,43 10,93 11,27 11,70 5,92  0,009*** 0,080 0,373

Médias comparadas a diferencga significativa de 5% de significancia pelo teste F.

CV = Coeficiente de Variagéo.
*Efeito linear: y= 1,9134+ 0,3490x

**Efejto quadratico: y= 0,7100 — 0,8010x + 0,6818x> R?* 0,908
***Efeito linear: y= 11,9722 - 1,0764x

R% 0,764

R? 0,942
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A Chlorella vulgaris € constituida por &cidos graxos polinsaturados
essenciais, sendo assim, a incorporagcdo da microalga Chlorella vulgaris na racéo
das aves contribuiu com uma maior deposicdo de &cido a-linolénico (C18:3n-3),
além de diminuir a relacdo 6mega 6/6mega 3 na carne de peito, pois em sua
composicdo predominam, em torno de 27%, maiores teores de &cido a-linolénico.
Além disso, houve aumento do acido araquidénico (C20:4n-6) quando adicionado
maiores niveis de Chlorella vulgaris, pois a mesma também é composta por 24%
de acido linoleico (FREITAS, 2017), que ap0ls ingerido € convertido em acido
araquidonico (TOGASHI et al., 2007).

Os acidos graxos polinsaturados essenciais sdo beneficiadores da
saude do hospedeiro (NOVELLO et al., 2008). Os acidos graxos da série 6mega 3
exercem atividades anti-inflamatérias, anticoagulantes, vasodilatadoras (MORAES;
COLLA, 2006), reduzindo a incidéncia de doencas cardiovasculares (COSTA et al.,
2017) e a formagdo de eicosanoides com caracteristicas inflamatorias e com
ocorréncia de distarbios imunolégicos (BORGES et al., 2014). A série 6mega 6, no
entanto, associa-se a reacédo inflamatoria, permeabilidade dos vasos, viscosidade
sanguinea (MORAES; COLLA, 2006), bem como com a ocorréncia de doencas
inflamatorias, cardiovasculares e distarbios imunolégicos (BORGES et al., 2014).

No entanto, quando o consumo de acidos graxos da série 6mega 6 é
excessivo em relacdo aos acidos graxos da séries 6mega 3, pode ocorrer aumento
da producao de eicosanoides com caracteristicas inflamatoérias e peréxidos da séries
leucotrienos, prostaglandina (PGI2) e tromboxano A2, sendo que quantidades
pequenas de eicosanoides sdo produzidas em um organismo saudavel, porém
guantidades elevadas de eicosanoides sdo produzidas em organismos em
condicdes patologicas (LIMA JUNIOR et al., 2011).

Logo, é importante, para o bom funcionamento do sistema imune,
ingerir uma menor relacdo 6mega 6/ 6mega 3, sendo a mesma favorecida neste
estudo, pois se esta relacdo for alta pode ocorrer aumento excessivo de resposta
inflamatéria devido ao aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias
(SWIATKIEWICZ; ARCZEWSKA-WLOSEK; JOZEFIAK, 2015), uma vez que nos
processos de alongamento e dessaturacdo, o acido a-linolénico e o acido linoleico,
por serem comuns a ambas vias metabdlicas, competem pelas mesmas enzimas, 0
gue resulta na produgéao de eicosanoides com diferentes funcoes (POTENCA et al.,
2010).
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A adicdo de probidtico ocasionou aumento do teor de &cido
araquidico (C20:0) na carne, isto pode ter ocorrido pois a microbiota intestinal é
capaz de modificar o perfil de &acidos graxos da racdo e dos tecidos, além de
hidrogenizar acidos orgéanicos insaturados em saturados e dessaturar alguns acidos
organicos. Como também, bactérias pertencentes ao género Bacillus produzem
acido butirico como principal produto metabdlio, o que pode interferir na composicao
de &cidos graxos gerados na carne (ABDULLA et al., 2018).

Entretanto, mesmo obtendo maiores teores de &cidos graxos
polinsaturados, como o acido a-linolénico (C18:3n-3) e &cido araquidénico (C20:4n-
6) com a adicdo de Chlorella vugaris, ndo houve comprometimento da estabilidade
oxidativa, o que sugere que a microalga pode contribuir com a estabilidade oxidativa

da carne.

CONSIDERACOES FINAIS

A adicéo de Chlorella vulgaris melhorou o desempenho na fase pré-
inicial e tornou a carne mais amarelada, com maiores teores de acido a-linolénico
(C18:3n-3), menor relacdo 6mega 6/6mega 3 e aumento do acido araquidénico
(C20:4n-6) quando adicionado maiores niveis da alga. Enquanto que, a adicao de
probidtico na racéo proporcionou melhor desempenho no periodo de um a 35 dias e
no periodo total de criacdo, reduziu a capacidade de retencdo de agua, sem alterar
os demais parametros de qualidade da carne e aumentou o teor de acido araquidico
(C20:0) na carne.

Ainda, houve interacdo entre a Chlorella vulgaris e o probidtico sobre
o ganho de peso na fase pré-inicial e sobre o indice de eficiéncia produtiva no
periodo total de criacdo, obtendo melhor indice com a associacédo de probiético com
0,25% de Chlorella vulgaris, o que pode indicar que neste nivel de inclusdo a alga
apresentou atividade prebidtica. Porém, ha a necessidade de futuros estudos que
possam abordar a interacdo da Chlorella vulgaris com o probidtico, e que utilizem
maiores niveis de adicdo da Chlorella vulgaris e probidtico nas dietas a fim de
melhor comprovar seus efeitos nos parametros de qualidade da carne, além de
melhor identificar os fatores que interferem nos efeitos ocasionados pelo probiético e

pela microalga.
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7 ARTIGO 2 - PARAMETROS IMUNOLOGICOS DE FRANGOS DE CORTE
ALIMENTADOS COM DIETAS ADICIONADAS DE FARINHA DE MICROALGA
(Chlorella vulgaris) E PROBIOTICO

IMMUNOLOGICAL PARAMETERS OF BROILER CHICKENS FED DIETS WITH
MICROALGAE FLOUR (Chlorella vulgaris) AND PROBIOTIC

RESUMO

A microalga Chlorella vulgaris e o probittico, alternativas naturais e funcionais,
podem ser adicionados a racdo a fim de melhorar a saude das aves. A Chlorella
vulgaris se destaca por ser constituida por componentes com propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias, e o probidtico € importante por
manter equilibrada a microbiota intestinal, inibindo o desenvolvimento de patdgenos.
Objetivou-se avaliar a adicdo de diferentes niveis de inclusdo de farinha da
microalga Chlorella vulgaris associados ou n&o ao probiotico sobre as caracteristicas
imunolégicas de frangos de corte. Foram utilizados 1.040 pintainhos de corte
machos da linhagem Cobb, com um dia de idade, por um periodo de 42 dias. Os
tratamentos experimentais consistiam na adicdo de diferentes niveis de inclusédo da
farinha de microalga Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50 e 1%) associados ou nao
(0,02%) ao probidtico (2,5x10° UFC/g de Bifidobacterium bifidum, 2,6x10° UFC/g de
Enterococcus faecium,1,3x10° UFC/g de Lactobacillus acidophilus e 3,6x10° UFC/g
de Bacillus subtilis). Foi adotado um delineamento em blocos casualizados, em
arranjo fatorial 4X2 (niveis da inclusdo de Chlorella vulgaris x inclusdo ou ndo de
probidtico). Os resultados mostram que houve reducédo do peso do baco aos 42 dias
de idade nas aves alimentadas com probidtico e aumento linear do titulo de
anticorpo natural anti-KLH IgY aos 13 dias de idade no soro das aves alimentadas
com Chlorella vulgaris. Foi observada interacdo entre os aditivos, em que a adicéo
de niveis crescentes de Chlorella vulgaris associados ao probidtico aumentou
linearmente o anticorpo natural contra-KLH IgA aos 13 dias de idade, bem como nas
aves alimentadas com 1% de Chlorella vulgaris e probidtico. Em relacdo aos
anticorpos especificos anti-hemacia de carneiro, apenas as aves que receberam
probidtico apresentaram menor titulo do anticorpo especifico IgA no soro aos 21 dias
de idade. Conclui-se que o probidtico proporcionou maior protecdo as aves contra
desafios sendo, portanto, eficiente em proteger a microbiota intestinal contra
patdégenos e manter a mesma equilibrada. A adicdo da microalga Chlorella vulgaris,
assim como, a interacdo dos aditivos, foram benéficas ao sistema imune das aves
aos 13 dias de idade, periodo em que o sistema imunoldgico € imaturo e 0s animais
ainda ndo sao imunocompetentes, em que favoreceram o desenvolvimento da
resposta imune nas aves.

Palavras-chave: Aditivos. Anticorpos. Aves. Imunologia. Org&os linfoides.
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ABSTRACT

The microalgae Chlorella vulgaris and the probiotic, natural and functional
alternatives, can be added to the feed in order to improve the health of the birds. The
Chlorella vulgaris stands out for its nutritional composition, for its antioxidant,
antimicrobial and anti-inflammatory properties, and probiotic is important for keeping
the intestinal microbiota balanced, inhibiting the development of pathogens. Aimed to
evaluate the addition of different levels of inclusion of Chlorella vulgaris microalgae
flour associated or not with probiotic on the immunological characteristics of broilers.
A total of 1,040 one-day-old male Cobb broiler chicks were used for a period of 42
days. The experimental treatments consisted of the addition of different levels of
inclusion of Chlorella vulgaris microalgae flour (0, 0.25, 0.50 and 1%) associated or
not (0.02%) with probiotic (2,5x10° UFC/g of Bifidobacterium bifidum, 2,6x10° UFC/g
of Enterococcus faecium,1,3x10° UFC/g of Lactobacillus acidophilus and 3,6x10°
UFC/g of Bacillus subtilis). A randomized block design in a 4X2 factorial arrangement
(levels of Chlorella vulgaris inclusion x inclusion or not of probiotic) was adopted. The
results show that there was a reduction in spleen weight at 42 days of age in birds
fed with probiotic and a linear increase in the title of natural anti-KLH IgY antibody at
13 days of age in the serum of birds fed with Chlorella vulgaris. An interaction was
observed between the additives, in which the addition of increasing levels of
Chlorella vulgaris associated with the probiotic linearly increased the natural anti-KLH
IgA antibody at 13 days of age, as well as in birds fed with 1% Chlorella vulgaris and
probiotic. Regarding specific sheep anti-red blood cell antibodies, only birds that
received probiotic had lower title of IgA specific antibody in the serum at 21 days of
age. It is concluded that the probiotic provided greater protection to birds against
challenges, being, therefore, efficient in protecting the intestinal microbiota against
pathogens and keeping it balanced. The addition of the microalgae Chlorella vulgaris,
as well as the interaction of the additives, were beneficial to the immune system of
the birds at 13 days of age, a period in which the immune system is immature and
the animals are not yet immunocompetent, in which they favored the development of
immune response in birds.

Key words: Additives.Antibody. Birds. Immunology. Lymphoid organs.

Introducao

A producdo avicola esta diretamente relacionada com a sanidade,
uma vez que o sistema imune protege a ave contra patégenos e dessa forma
promove diminuicdo do estresse imunoldgico da ave, ocasionado pela exposicao a
um antigeno. Assim, menos nutrientes sdo utilizados para manter a homeostasia,
sendo direcionados a producédo animal (OLIVEIRA et al.,2012), pois as reacfes do
sistema imunoldgico sdo dependentes de energia e nutrientes para a formacéo de
células e substancias envolvidas no sistema de defesa do organismo do animal
(CARDOSO; TESSARI, 2015).
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A nutricdo é fundamental para manter a homeostase dos animais,
modulando o sistema imune e permitindo adequada resposta aos patégenos
(PICKLER; HAYASHI, 2012), j& que as aves a campo estao susceptiveis a diversos
desafios imunitarios (FUNARI JUNIOR, 2008). O uso de aditivos, que s&o
substancias, microrganismos ou produto formulado adicionado intencionalmente,
possuindo ou nado valor nutritivo, que melhoram as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentacdo animal, de acordo com a Instru¢do Normativa 44 de 15 de
dezembro de 2015, afeta a saude animal e consequentemente a produtividade
(MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018). Logo, o setor avicola tem buscado por aditivos
naturais e funcionais por serem seguros, ndo toxicos (BAl et al., 2018) e por
exercerem funcdes antibacterianas, anti-inflamatorias e antioxidantes (HAYES et al.,
2017).

A resposta imune pode ser dividida em inata ou natural e adaptativa
ou adquirida. ApGs o primeiro contato com patdgeno, ha o desenvolvimento da
imunidade inata, como primeira resposta manifestada, evitando a multiplicacdo de
microrganismos patogénicos (KAISER, 2010), sendo representada por barreiras
guimicas e fisicas, como mucosas, cilios, secrecbes, macrofagos, heterofilos
(ALMEIDA et al.,, 2013), mondcitos, ceélulas fagociticas, células nao linfoides e
anticorpos naturais (IgM, IgA e IgY) (FERNANDES et al., 2013).

A resposta imune adquirida age de forma lenta, por mecanismos de
defesa especificos, que protegem o organismo contra invasores (EFR, 2004), sendo
especifica a um determinado patégeno, devolvendo entdo memdria imunoldgica.
Quando mediada por anticorpos, produzidos por linfécitos B, em resposta a um
antigeno, é denominada imunidade humoral (PERINI et a., 2010; CARDOSO;
TESSARI, 2015) e quando mediada por linfécitos T, com ativacdo de células para
destruicdo de antigenos (células T) é denominada imunidade celular (ALMEIDA et
al., 2013).

Assim, a Chlorella vulgaris, microalga verde unicelular, pertence ao
filo Chlorophyta (PRABAKARAN et al., 2018), pode ser utilizada como um alimento
funcional devido aos seus componentes (OH et al., 2015), que exercem atividade
antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatéria (PRABAKARAN et al., 2018),
ocasionando beneficios a saude do animal (MADEIRA et al., 2017), sendo
constituida por elevado teor de proteina (PRABAKARAN et al., 2018), &cido a-

linolénico (4cido graxo polinsaturados da familia 6mega 3), em torno de 27%, e
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linoleico (4cido graxo polinsaturado da familia 6mega 6), em torno de 24%
(FREITAS, 2017), e clorelina, substancia que inibe microrganismos patogénicos
(ABDELNOUR et al., 2019).

Além disso, € composta por selénio (EL-ABD; HAMOUDA, 2017),
B1,3-glucano (MOON et al., 2016), fibras (KIM; KANG, 2015) e polissacarideos
(PRABAKARAN et al., 2018), como mananoligossacarideo (REZVANI; ZAGHARI;
MORAVEJ, 2012), ramnose, galactose, glicose, xilose, arabinose e manose (SAFI et
al., 2014), componentes prebidticos, que Ihe confere atividade prebidtica (CHOI et
al., 2016).

A defesa imunolégica também se relaciona com a microbiota
intestinal, sendo que para o animal se desenvolver é preciso de uma microbiota
equilibrada (MONFERDINI; DUARTE, 2010). Logo, o probiotico € utilizado como um
aditivo natural, seguro e nao toxico (BAI et al., 2018), composto de culturas Unicas
ou mistas de microrganismos vivos (ADHIKARI; KIM, 2017) n&o patogénicos (WU et
al., 2018), para proteger e manter a microbiota intestinal equilibrada (WU et al.,
2018), inibindo o desenvolvimento de patdgenos (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2018), além de estimular a resposta imune (MONFERDINI; DUARTE, 2010).
Diversas espécies sao utilizadas como probioticos, entre elas Lactobacillus
acidophilus, Enterococcus faecium (SUGIHARTO, 2016), Bacillus subtilis e
Bifidobacterium bifidum (LUO et al., 2013).

Assim, objetivou-se avaliar as caracteristicas imunoldgicas de
frangos de corte alimentados com dietas adicionadas de diferentes niveis de
inclusdo da microalga Chlorella vulgaris associados ou néo ao probidtico
(Bifidobacterium bifidum, Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophilus e Bacillus

subtilis).

Material e métodos

Para a realizacdo do experimento, foram utilizados 1.040 pintainhos
de corte machos, da linhagem Cobb, com um dia de idade. As aves foram alocadas
em boxes com dimensdes de 2,10m? em uma densidade de 12 aves por m? e
receberam agua e alimento ad libitum durante o periodo experimental de 42 dias,

gue foi dividido em quatro diferentes fases: pré-inicial (1 a 7 dias de idade), inicial (8
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a 21 dias de idade), crescimento (22 a 35 dias de idade) e terminacéo (36 a 42 dias
de idade).

As racdes experimentais consistiram em dietas adicionadas de
diferentes niveis de farinha da microalga Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50 e 1%)
associados ou nao ao probiético (0,02%), em que atenderam as exigéncias minimas
preconizadas por Rostagno et al. (2017) (Tabela 1). Para a formulacao das racoes, a
composic¢do nutricional da farinha da microalga Chlorella vulgaris foi considerada
(Tabela 2) e o probiotico, produto comercial, por ndo possuir valor nutricional, foi
adicionado na formulagédo como inerte na quantidade recomendada pelo fabricante,
sendo constituido de Bacillus subtilis (3,6x10° UFC/g); Bifidobacterium bifidum
(2,5x10° UFC/g); Enterococcus faecium (2,6x10° UFC/g) e Lactobacillus acidophilus
(1,3x10° UFC/g). A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL), protocolo CEUA
10985.2019.33.
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Tabela 1 - Composicao percentual e calculada das racdes experimentais nas diferentes fases de criacéo.

Fases de criacédo Pré-inicial Inicial Crescimento Terminacao
Niveis Chlorella 0 0,25 0,50 1 0 0,25 0,50 1 0 0,25 0,50 1 0 0,25 0,50 1
vulgaris (%)
Ingredientes
Milho gréo 51,69 51,89 52,09 5248 5394 5413 5433 54,72 61,44 6164 6183 62,23 67,90 68,10 68,29 68,69
Farelo de soja 46% 41,98 41,62 41,25 4053 3950 39,14 38,77 38,04 32,14 31,78 31,41 30,68 26,61 26,25 25,88 25,15
Calcério 0,94 0,95 0,96 0,98 0,86 0,87 0,88 0,90 0,74 0,75 0,76 0,78 0,71 0,72 0,73 0,75
Fosfato bicalcico 1,80 1,79 1,78 1,76 1,58 1,57 1,56 1,54 1,39 1,38 1,37 1,35 1,00 0,99 0,98 0,96
Oleo de soja 2,09 2,01 1,92 1,76 2,75 2,67 2,59 2,42 2,96 2,88 2,80 2,63 2,53 2,45 2,37 2,20
Sal comum 0,53 0,53 0,53 0,53 0,51 0,51 0,51 0,51 0,48 0,48 0,48 0,48 0,45 0,45 0,45 0,45
'Suplemento vitam. 0,50 0,50 0,50 0,50 0,40 0,40 0,40 0,40 0,35 0,35 0,35 0,35 0,30 0,30 0,30 0,30
+ min.
DL-Metionina 0,25 0,24 0,24 0,24 0,23 0,23 0,23 0,23 0,21 0,21 0,20 0,20 0,18 0,18 0,18 0,18
L-Lisina HCL 0,14 0,13 0,13 0,13 0,15 0,15 0,14 0,14 0,21 0,21 0,20 0,20 0,24 0,23 0,23 0,22
L-Treonina 0,06 0,07 0,07 0,08 0,06 0,07 0,07 0,08 0,07 0,07 0,08 0,09 0,06 0,07 0,08 0,09
Chlorella vulgaris 0,00 0,25 0,50 1,00 0,00 0,25 0,50 1,00 0,00 0,25 0,50 1,00 0,00 0,25 0,50 1,00
Inerte/probidtico 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Total (kg) 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Composicdo nutricional calculada
Célcio (%) 0,97 0,97 0,97 0,97 0,88 0,88 0,88 0,88 0,76 0,76 0,76 0,76 0,63 0,63 0,63 0,63
Energia metab. 2975 2975 2975 2975 3,050 3,060 3,060 3,060 3,150 3,150 3,150 3,150 3,200 3,200 3,200 3,200
(kcal/kg)
Fosforo disp. (%) 0,46 0,46 0,46 0,46 0,42 0,42 0,42 0,42 0,37 0,37 0,37 0,37 0,30 0,30 0,30 0,30
Lisina total (%) 1,44 1,44 1,44 1,44 1,38 1,38 1,38 1,38 1,24 1,24 1,24 1,24 1,12 1,12 1,12 1,12
Metionina total (%) 0,59 0,59 0,59 0,59 0,57 0,57 0,57 0,57 0,51 0,51 0,51 0,51 0,46 0,46 0,46 0,46
Treonina total (%) 0,99 0,99 0,99 0,99 0,96 0,96 0,96 0,96 0,86 0,86 0,86 0,86 0,77 0,77 0,77 0,77
Proteina bruta (%) 2427 2427 2427 2427 2331 2331 2331 2331 2058 2058 2058 20,58 18,57 18,57 18,57 18,57
Saédio (%) 0,23 0,23 0,23 0,23 0,22 0,22 0,22 0,22 0,21 0,21 0,21 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20

'Suplemento vitaminico+mineral, quantidade/kg de rag&o: vit. A — 2.758.000Ul/kg; vit. E — 689.000Ul/kg; vit. B1 — 608mg/kg; vit. B2 — 1.655mg/kg; vit. B6
— 819mg/kg; vit. B12 — 4.150mcg/kg; vit. K3 — 537mg/kg; vit. D3 — 689UI/kg; pantotenato célcio — 3.230mg/kg; niacina — 9.800mg/kg; &cido félico — 200mg/kg;
biotina — 20mg/kg; zinco — 12g/kg; ferro — 12g/kg; manganés — 14g/kg; cobre — 3.120mg/kg; iodo — 252mg/kg; cobalto — 76mg/kg; selénio — 75mg/kg;
etoxiquim — 52mg/kg; B.H.A. — 40mg/kg; veiculo Q. S. P. — 1.000mg/kg.
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Tabela 2 - Composicéo nutricional da microalga Chlorella em po.

Componente Quantidade
Matéria seca (%) 94,80
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.720
Proteina bruta (%) 60,60
Gordura (%) 12,80
Fibra bruta (%) 13,00
Cinzas (%) 4,50
Lisina (%) 4,88
Metionina (%) 1,20
Célcio (%) 0,01
Foésforo (%) 1,06

Fonte: Kang et al. (2013, p.102)

Aos 21 e 43 dias de idade duas aves por parcela experimental, que
representavam o peso médio da parcela, foram pesadas e abatidas segundo o
método preconizado por Zander; Mallison (1991), por meio da insensibilizacéo
elétrica. As aves foram necropsiadas para a coleta de 6rgéos linfoides (baco e bursa
de Fabricius), em que os mesmos foram pesados, a fim de se obter o peso relativo
destes oOrgaos, conforme Park; Kim (2014), e os valores foram expressos em
porcentagem do peso vivo da ave.

Para as analises imunoldgicas, foram realizadas coletas de sangue
de duas aves por parcela experimental para obtencdo do soro aos 13 dias, 21 dias e
42 dias de idade e as amostras de soro foram armazenadas a -20°C até 0 momento
de uso. Para avaliar a resposta imune humoral, duas aves de cada parcela
experimental foram inoculadas via intramuscular com 5% de hemacia de carneiro em
tampéao fosfato-salina pH 7,2, sendo inoculados 200 uL em cada animal no 14° e 35°
dias do experimento. Assim, as analises sorologicas para avaliar o titulo de
anticorpos anti-heméacia de carneio foram realizadas com os soros de 21 (apds a
primeira imunizacéo) e 42 dias de idade (ap0s a segunda imunizacao).

A hemacia de carneiro (HE) foi obtida por meio da coleta de um
volume de sangue de carneiro armazenado em um mesmo volume de solucéo
Alsever (4,2 g de NaCl, 8,0 g de citrato de sddio, 0,55 g de acido citrico e 20,5 g de
glicose diluido em agua deionizada). A seguir, o sangue foi centrifugado por dois
minutos a 5.000 rpm, foi retirado o sobrenadante e as hemacias foram lavadas com

salina (0,9%), centrifugadas e lavadas mais duas vezes com salina (0,9%). Depois
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de centrifugar e retirar o sobrenadante, a solu¢cdo de hemacia foi ajustada com
salina (0,9%) para 5% para posterior inoculagéo nas aves.

O teste de anticorpos especificos contra hemacia de carneiro foi
realizado por meio do teste de ELISA em microplacas de 96 pocos, com fundo chato,
sensibilizadas com antigeno HE (367 pg/ml), na concentracdo de 0,5 pg/ml, e
armazenadas em camera umida a 4°C overnight. No dia seguinte, foi realizado o
bloqueio com 125 uL de PBS leite 5% em cada poco e a placa foi incubada por duas
horas em estufa a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada com 200 pL de PBS 1X, 100
pL de amostra de soro diluidas em PBS leite1% (1:80) foram colocadas nos pogos e
a placa foi armazenada em estufa por uma hora. Apés, a placa foi lavada trés vezes
com 200 pL de PBS Tween 0,05%, e na sequéncia foi colocado 100 uL por pogo do
conjugado a uma diluicdo de 1:1000 (anti-IgY, anti-IgM ou anti-IgA (1:25) diluido em
PBS leite 1%), incubando a placa na estua por uma hora. Em seguida, realizou-se
trés lavagens com 200 pL de PBS Tween 0,05% e foi colocado 100 pL por pogo do
substrato (TMB + H,O, + tampéao citrato) seguido de incubacdo da placa a
temperatura ambiente por 30 minutos. A reacao foi interrompida com H,SO,4 2N e a
densidade optica foi determinada por meio da leitura em espectofotdmetro a 450 nm.
Para a determinacado do titulo de anticorpos naturais anti-KLH, foram utilizados os
soros das aves com 13, 21 e 42 dias de idade, seguindo os mesmos procedimentos
da andlise de titulos de anticorpos especificos contra hemacia de carneiro, porém as
placas foram sensibilizadas com KLH (Keyhole limpet hemocyanin a 5000 pg/ml), na
concentracdo de 10 pug/ml, e as amostras de soro foram diluidas 1:40 em PBS leite
1%.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados
em esquema fatorial 4X2, com quatro niveis de inclusdo de farinha da microalga
Chlorella vulgaris (0; 0,25; 0,50; 1%) associados ou nao a adi¢cdo de probidtico, com
cinco repeticdes e 26 aves por parcela experimental. Os dados obtidos para peso
relativos dos 6rgéaos linfoides foram analisados por meio do programa estatistico R e
os titulos de anticorpos especificos contra hemacia de carneiro e anticorpos naturais
anti-KLH foram transformados segundo a equacdo Vx+0,5, a fim de atender os
pressupostos basicos exigidos para a analise de variancia, e analisados por meio do
programa estatistico SISVAR. Foi aplicada analise de regressao para os diferentes
niveis de inclusdo de farinha da microalga Chlorella vulgaris e andlise de variancia

(Teste F) para o fator probi6tico a um nivel de significancia de 5%.
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O desdobramento dos niveis de Chlorella vulgaris associados ou
ndo ao probidtico e do fator probidtico associado ou ndo aos niveis de incluséo de
Chlorella vulgaris foi realizado quando a interacdo entre os niveis de inclusdo de
Chlorella vulgaris e probiético foi significativa para identificar o comportamento das
respostas, sendo para isso, utilizada analise de regresséo para os diferentes niveis
de inclusdo de Chlorella vulgaris, em que as equacOes de regressdo (linear ou
quadrética) foram determinadas, e analise de variancia (Teste F) para o fator

probidtico.

Resultados e discussao

Os resultados da adi¢do dos diferentes niveis de Chlorella vulgaris
e/ou probidtico na alimentacéo de frangos de corte sobre o peso dos orgaos linfoides
baco e bursa de Fabricius (Tabela 3) mostram que aos 21 dias de idade nenhum
tratamento exerceu efeito significativo sobre o peso de ambos os 6rgaos linfoides.

Aos 43 dias de idade, é possivel observar que os diferentes niveis
de inclusdo de Chlorella vulgaris ndo influenciaram no peso dos orgaos linfoides
(p>0,05). Entretanto, a adicdo de probidtico proporcionou um menor (18%) peso do

baco (p<0,05), sem alterar o peso da bursa de Fabricius.
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Tabela 3 - Peso relativo dos 6rgdos linfoides (baco e bursa de Fabricius) de frangos de corte aos 21 e 43 dias de idade

alimentados com ragdes contendo diferentes niveis de inclusédo de Chlorella vulgaris (Alga) e/ou probidtico.

Parametros (%) Chlorella vulgaris (Alga) Probiotico p-valor
0% 025% 050% 100% Sem Com CV (%) Alga Probidtico Alga x Probiético

21 dias de idade

Baco 0,14 0,13 0,14 0,15 0,14 0,14 1854 0,221 0,881 0,200
bursa de Fabricius 0,22 0,22 0,22 0,21 0,21 0,22 22,37 0,825 0,716 0,611

43 dias de idade

Baco 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,09 16,78 0,927 0,036 0,722
bursa de Fabricius 0,16 0,15 0,16 0,15 0,16 0,15 18,76 0,551 0,581 0,480

Médias comparadas a diferenca significativa de 5% de significancia pelo teste F.

CV = Coeficiente de Variagéo.
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Estes resultados mostram que o sistema linfoide primario (bursa de
Fabricius), responsavel pelo desenvolvimento e maturacdo dos linfécitos, sendo a
Bursa de Fabricius o local onde ocorre o desenvolvimento e diferenciacdo dos
linfécitos B, responséaveis pela producdo de anticorpos (BASTOS, 2015), nao foi
influenciado pelos diferentes tratamentos. Entretanto, o sistema linfoide secundario
(baco) foi afetado pela inclusdo do probiético, que proporcionou um menor peso
relativo deste 6rgdo (p<0,05) aos 43 dias de idade, visto que o sistema linfoide
secundario exerce a funcdo de capturar antigenos, estimulando os linfécitos B e
células T, a fim de desenvolver uma imunidade inespecifica e geral (FURLAN;
MACARI; LUQUETTI, 2004), e €& no baco que reagBes contra antigenos
transportados no sangue acontecem (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000).

A diminui¢cdo no peso do baco pode estar relacionada ao equilibrio e
protecéo da microbiota intestinal pelo probiotico (MARKOWIAK; SLIZEWSKA, 2018),
gue age por meio da disputa pelos sitios de ligacdo no epitélio intestinal, competicéo
por nutrientes, producdo de substancias bacteriostaticas (DERAZ; ELKOMY;
KHALIL, 2019), bem como pela producédo de bacteriocinas, compostos toxicos aos
patdgenos, e pela estimulacdo do sistema imune (AL-KHALAIFAH, 2018), mantendo
a integridade da mucosa intestinal, a qual € uma barreira contra a colonizacdo de
microrganismos patogénicos (ASML et al., 2015) e, desta forma, promove protecéo
contra toxinas e patogenos, evitando inflamacdes (MARKOWIAK; SLIZEWSKA,
2018). Com a exposicdo de desafios reduzida, o baco ndo € exigido e
consequentemente ndo precisa se hipertrofiar em resposta aos antigenos.

A manutencdo deste equilibrio proporcionado pelo probiético é
fundamental, pois o intestino € o maior 6rgao imunolégico do corpo animal, visto que
25% da sua mucosa é composta por tecido linfoide, e ainda 70% do sistema
imunoldgico do corpo esta localizado no intestino (JOHNSON, 1987). Além disso,
manter uma microbiota composta por microrganismos benéficos auxilia na ativacéo
das respostas adaptativas e inatas, e para o desenvolvimento e formacao do sistema
imune intestinal (AL-KHALAIFAH, 2018).

Com a integridade intestinal estabelecida, ndo ocorre transferéncia
de bactérias e seus produtos metabdlicos para a circulagdo e, portanto, ndo ha
resposta inflamatéria, o que favorece a producdo animal, pois para que esta
resposta inflamatéria ocorra é preciso de energia e nutrientes para a formacao de

células e substancias componentes do sistema de defesa do organismo do animal
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(CARDOSO; TESSARI, 2015), ndo sendo direcionados para a producdo animal
(OLIVEIRA et al.,2012).

A incluséo de Chlorella vulgaris ndo demonstrou efeito significativo
sobre o peso dos érgaos linfoides avaliados (p>0,05), assim como no resultado
obtido por An et al. (2016), que ao estudarem a adicdo de Chlorella vulgaris (0,05,
0,15 e 0,5%) na dieta de frangos de corte, também observaram que a inclusdo da
Chlorella vulgaris ndo afetou o peso da bursa de Fabricius e do baco. Isto pode
sugerir que as condicbes de desafios reduzidas e os niveis de adicdo da alga
estudados nao foram fatores suficientes para que a microalga manifestasse efeito no
peso dos 6rgaos linfoides.

Para o titulo de anticorpos naturais anti-KLH, avaliados aos 13, 21 e
42 dias de idade, e anti-hemacia de carneiro pés-primeira imunizacao (21 dias) e
pos-segunda imunizacao (42 dias) (Tabela 4), € possivel observar que houve efeito
(p<0,05) apenas para o titulo do anticorpo natural anti-KLH IgY, aos 13 dias de
idade, em que a adicdo da alga aumentou linearmente (y= 0,0221 + 0,0341x) a
producdo desta imunoglobulina. Também € observada interacdo significativa entre
0s niveis de inclusdo da Chlorella vulgaris com o probidtico sobre o titulo do
anticorpo natural anti-KLH IgA, aos 13 dias de idade (Tabela 5), em que o
tratamento com probidtico e diferentes niveis de alga proporcionou um aumento
linear no titulo do anticorpo natural IgA, e com o fornecimento de 1% da alga o
tratamento com probidtico ocasionou um aumento de 450% na producdo de IgA.
Porém, ndo houve influéncia dos tratamentos (p>0,05) sobre o titulo de anticorpos
naturais anti-KLH aos 21 e 42 dias de idade.

Aos 21 dias de idade, a adicdo do probidtico ocasionou efeito
significativo sobre o titulo de anticorpo especifico contra hemacia de carneiro IgA,
em que houve diminuicdo da producdo desta imunoglobulina. Os tratamentos néo
proporcionaram efeito significativo sobre o titulo de anticorpos anti-hemacia de

carneiro aos 42 dias de idade.
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Tabela 4 - Titulo de anticorpos naturais aos 13, 21 e 42 dias de idade e titulo de anticorpos anti-hemacia de carneiro aos 21 e 42

dias de idade em frangos alimentados com racfes contendo diferentes niveis de inclusdo de Chlorella vulgaris (Alga) e/ou

probidtico.
Parametros Chlorella vulgaris (Alga) Probidtico p-valor

0% 0,25% 0,50% 1,00% Sem Com CV (%) Alga Probidtico Alga X Probi6tico
Titulo de anticorpos naturais
13 dias
IgY 0,02 0,04 0,04 0,06 0,04 0,04 2,28 0,024* 0,608 0,919
IgM 0,03 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04 2,69 0,663 0,606 0,775
IgA 0,03 0,02 0,02 0,05 0,02 0,04 2,89 0,126 0,115 0,026
21 dias
lgY 0,10 0,11 0,09 0,08 0,10 0,09 4,56 0,669 0,623 0,364
IgM 0,13 0,14 0,12 0,12 0,13 0,12 4,50 0,852 0,757 0,640
IgA 0,34 0,19 0,18 0,26 0,29 0,19 14,99 0,481 0,256 0,349
42 dias
lgY 0,33 0,30 0,33 0,34 0,35 0,30 8,88 0,926 0,269 0,980
IgM 0,23 0,25 0,28 0,30 0,28 0,25 5,62 0,306 0,440 0,319
IgA 0,76 0,47 0,56 0,56 0,60 0,57 16,42 0,343 0,787 0,943
Titulo de anticorpos anti-hemacia de carneiro
21 dias
lgY 0,12 0,15 0,13 0,10 0,11 0,13 15,58 0,730 0,641 0,824
IgM 0,03 0,003 0,008 0,002 0,02 0,002 4,64 0,471 0,134 0,381
IgA 0,06 0,02 0,01 0,01 0,05 0,03 8,79 0,172 0,017 0,386
42 dias
lgY 0,42 0,43 0,28 0,48 0,41 0,39 17,27 0,556 0,948 0,131
IgM 0,61 0,56 0,57 0,66 0,62 0,59 11,63 0,831 0,801 0,287
IgA 0,60 0,30 0,69 0,60 0,49 0,61 22,27 0,348 0,414 0,966

Médias comparadas a diferenga significativa de 5% de significancia pelo teste F.

CV = Coeficiente de Variacao.

*Efeito linear: y=0,0221+ 0,0341x

R?: 0,947
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Tabela 5 - Desdobramento da interacdo entre os niveis de inclusdo de Chlorella
vulgaris associados ou ndo ao probiotico para o titulo de anticorpo natural IgA aos
13 dias de idade.

Niveis Chlorella vulgaris (%) Sem probiotico Com probiético*
0 0,03 0,02
0,25 0,01 0,03
0,50 0,02 0,01
1,00 0,02b 0,09a

*Efeito linear: y= 0,0110 + 0,0622x R?* 0,659

A microalga Chlorella vulgaris possui componentes que contribuem
com o sistema imune das aves, como o0 alto teor de acidos graxos polinsaturados
essenciais, que possibilitam a producdo de imunoglobulinas por meio da modulacao
da expressao de citocinas (KANG et al, 2013) e influencia na resposta imune e
inflamatoria (PERINI et al., 2010), prevalecendo altos teores de acido a-linolénico
(FREITAS, 2017), sendo que os acidos graxos da familia 6mega 3 reduzem a
formacdo de eicosanoides com caracteristicas inflamatérias e com ocorréncia de
disturbios imunologicos (BORGES et al., 2014).

Outro componente que contribui com a resposta imune é o B-1,3-
glucano (SAFI et al., 2014), o qual possui propriedades imunomoduladoras, sendo
reconhecido por receptores da superficie celular em células imunes, constituindo um
padrao molecular associado a patdégenos, e dessa forma ativa macrofagos e células
dendriticas, além de outras células imunes (LEVINE et al., 2018), e ainda pode
aumentar a producdo de anticorpos devido a ativacao de linfécitos B (MOON et al.,
2016).

A Chlorella vulgaris também contém a substancia clorelina, que
inibe microrganismos patogénicos, melhorando a saude das aves (ABDELNOUR et
al., 2019), e pode aumentar a producao de interferon (IFN) -y e interleucina (IL) -2, o
gue ocasiona aumento da producéo de IgA (SUGIHARTO; LAURIDSEN, 2016). Esta
alga também possui em sua composi¢cdo fibras (KIM; KANG, 2015) e
polissacarideos (PRABAKARAN et al., 2018), como mananoligossacarideo
(REZVANI; ZAGHARI; MORAVEJ, 2012), ramnose, galactose, glicose, xilose,
arabinose e manose (SAFI et al., 2014), os quais lhe conferem atividade prebidtica
(CHOI et al., 2016).
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Os prebidticos contribuem com o equilibrio da microbiota intestinal
(LEMOS et al., 2016) por estimularem o crescimento de bactérias produtoras de
acido latico, ocasionando beneficios ao sistema imune das aves, pois estas
bactérias  produzem  substéncias imunoestimulatérias  (lipopolissacaridios,
peptidioglicanas e &cidos lipoteicoicos) que estimulam a producdo de citocinas, e
sintese de imunoglobulinas (SILVA; NORNBERG, 2003). Este efeito pode ser
comprovado pelo desdobramento da interacdo entre os difrentes niveis de inclusédo
da microalga Chlorella vulgaris e probiético para o titiulo de anticorpo natural anti-
KLH IgA, pelo qual observa-se que a inclusdo de niveis crescentes da alga
associada ao probidtico na racdo das aves aumentou linearmente esta
imonuglobulina no soro das aves, como a associacdo do probiético com 1% de
inclusdo da Chlorella vulgaris, pois os probidticos também estimulam a producéo de
IgA, induzem plasmaocitos a secretarem IgA, por serem transferidos aos linfécitos
intra-epiteliais, podendo simular antigenos (BUSANELLO et al., 2012).

Assim, a microalga Chlorella vulgaris, por conter estes constituintes,
contribuiu com o aumento da resposta imune inata das aves, pelo aumento do titulo
de anticorpo natural anti-KLH IgY, sendo esta imunoglobulina abundante no soro e
fundamental para a defesa contra infeccbes sistémicas (MACARI; FURLAN;
GONZALES, 2002). O aumento da resposta imune evita a multiplicacdo de
patdgenos, ja que as aves, por volta dos 14 dias de idade, apresentam diminui¢ao
da imunidade materna e comecam a se tornar imunocompetentes. Portanto, nesta
fase, é importante que o sistema imune esteja eficiente para o reconhecimento de
patdgenos, permitindo que ave desenvolva resposta imune para sobreviver diante de
desafios (SMITH; MITCHELL; PEACOCK, 1990).

No entanto, a incluséo da alga néo influenciou no titulo de anticorpos
naturais anti-KLH IgM e IgA aos 13, e IgY, IgM e IgA aos 21 e 42 dias de idade,
assim como, o probiético ndo causou efeito significativo no titulo de anticorpos
naturais aos 13, 21 e 42 dias de idade. Este resultado pode sugerir que houve
poucos desafios e condi¢cdes estressoras do ambiente para desencadear uma
resposta imune contra patégenos, contribuindo com o estado sanitario das aves,
visto que a imunoglobulina IgM € produzida durante a resposta imune primaria,
surgindo logo apés um processo infeccioso (BASTOS, 2015).

Em relagéo ao titulo de anticorpos anti-hemacia de carneiro, aos 21

dias de idade, apenas o probidtico ocasionou efeito sobre a imunidade humoral,
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diminuindo a producgéo de IgA. Como esta imunoglobulina surge apds uma infeccéo,
isto sugere que, mesmo com a imunizagdo com a hemacia de carneiro, ndo houve
alteracdo do sistema de defesa das aves, ndo induzindo ao estresse imunologico,
ocasionado pela exposicdo da ave a um antigeno. Logo, o probidtico pode ter
mantido o estado ideal de imunidade, pois por manter a integridade intestinal, sendo
uma barreira contra patégenos, o probidtico evita que antigenos ocasionem resposta
inflamatéria (CARDOSO; TESSARI, 2015), sendo a imunidade estimulada quando
h& uma resposta inflamatéria, o que acarreta na producdo de imunoglobulinas.
Também ndo houve efeito significativo para a interacdo entre os aditivos.

Aos 42 dias, com a inoculacao do antigeno os diferentes tratamentos
nao causaram efeito significativo sobre a producédo de imunoglobulinas, bem como
nao houve interacdo entre os diferentes niveis de inclusdo de Chlorella vulgaris com
0 probiodtico, visto que nesta fase as aves ja possuem sistema imune totalmente

formado e sdo imunocompetentes.

CONSIDERACOES FINAIS

As aves alimentadas com racao adicionada de farinha da microalga
Chlorella vulgaris apresentaram aumento da producéo do anticorpo natural anti-KLH
IgY aos 13 dias de idade, contribuindo com o desenvolvimento da resposta immune
inata em uma fase que o sistema imune ainda € imaturo, sendo que 0s animais
ainda ndo sao imunocompetentes. O probidtico foi eficiente em proteger e manter a
microbiota intestinal equilibrada, uma vez que proporcionou maior protecao as aves
contra desafios aos 43 dias de idade, além de diminuir a producdo de anticorpo
especifico anti-hemacia de carneiro IgA aos 21 dias de idade.

A associacdo entre os diferentes niveis de inclusdo da Chlorella
vulgaris com o probiotico foi benéfica ao sistema de defesa das aves, visto que
aumentou a producdo do anticorpo natural anti-KLH IgA aos 13 dias de idade.
Assim, ha a necessidade de futuros estudos que possam abordar a interacdo da
Chlorella vulgaris com o probiético, e que utilizem maiores niveis de adicdo da
Chlorella vulgaris e probidtico nas dietas a fim de melhor comprovar seus efeitos no

sistema imune, além de melhor identificar como o probiético e a microalga agem no
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sistema imune das aves e quais os fatores que interferem nos efeitos ocasionados

pelos aditivos.
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8 CONCLUSOES

O desempenho zootécnico das aves apenas periodo pré-inicial foi
melhorado com a adicdo da farinha de microalga Chlorella vulgaris, afetando
positivamente a produtividade das aves em uma fase que o sistema digestorio do
pintainho é imaturo do ponto de vista funcional. Quanto a qualidade da carne, a alga
demonstrou potencial quanto corante natural, aumentando a intensidade de amarelo
na carne do peito, bem como contrubuiu com a maior deposi¢cao dos acidos graxos
a-linolénico e linoleico sem afetar a estabilidade oxidativa da carne, além de diminuir
a relacdo entre acidos graxos polinsaturados 6mega 6/6mega 3. A alga também
proporcionou aumento da resposta imune inata aos 13 dias de idade, fase em que
0s pintainhos ainda n&o séo imunocompetentes.

Quando adicionado probiotico na ragdo das aves, no periodo de um
a 35 dias e no periodo total de criacdo, o desempenho zootécnico foi melhorado,
assim como o sistema de defesa das aves contra desafios, comprovando seu
potencial em manter a integridade intestinal, porém néao proporcionou melhora na
gualidade da carne.

O sinergismo entre os aditivos promoveu aumento no ganho de peso
na fase pré-inicial e melhora na produtividade das aves no periodo total de criacao
com a associacdo do probidtico com 0,25% de Chlorella vulgaris, demonstrando a
atividade prebiotica da alga. Ainda, a associacao dos aditivos afetou positivamente

o desenvolvimento do sistema de defesa das aves aos 13 dias de idade.
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ANEXO A
Comissé&o de Etica no Uso de Animais

Universidade
Esiadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N* 9272019
Londrina. 06 de agosto de 2019,

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado; " Efeito da inclusito de probidtico ¢ diferentes
niveis de farinha de microalga (Chlarella vulgaris) na nutrigio de frangos de corte" protocolo CLEUA n®
10985.2019.33 sob a responsabilidade de Alexandre Oba, que envolve a produgio. manutengdo ¢‘ou utilizagdo
deanmins pertencentes ao filo Chordata, sublilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica
tow ensino). encontrasse de acordo com os preceitos da Lei n 11,794, de 8 de outubro de 2008. do Decreto i
6.899. de 15 de julho de 2009. ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da I:xperimentagao
Anmimal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela Comissdo de Ftica no Uso de Animais da Universidade Fstadual de
Londrina (CEUAUEL). em 23/07/2019,

Este projeto tem por objetivo avaliar o efeito ocasionado pela inclusdo de probiotico ¢ de diferentes
percentuais de inclusdo da farinha de microalga Chlorella vilgaris sobre a qualidade da carne. microbiota
ntestinal. sistema imunologico ¢ desempenho de trangos de corte. Grau de invasividade: 1.
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Cumpre orientar que caso pretendam-se quatisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado.
deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA UEL anteriormente a execugao das modilicagoes.

Coloco-me a disposigdo para yuaisquer esclarecimentos que se lizerem neeessarios. Sem mais para
0 momento. subscrevo-me. cordialmente.

Prof. Dr. Ulisses de Pidua Pereira
Vice- Coordenador da CEUA UL

limo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Alexandre Oba
Responsavel pelo projeto

Departamento de Zootecniar CCA

CC para a Chetia do Depto. de Zootecnia/CCA
C € para a Diregdo de Centro do CCA



