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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o extrato etandlico da folha da Syzygium cumini
L na racdo de poedeiras leves sobre o desempenho produtivo, qualidade de ovos frescos e
armazenados, bem como a oxidacdo lipidica no organismo das aves. Foram utilizadas 336
poedeiras Lohmann LS - Lite com 31 semanas de idade, em delineamento inteiramente
casualizado com sete tratamentos e seis repeticdes de oito aves. Os tratamentos foram
constituidos por ragdes, sendo controle negativo (sem adicdo de antioxidante), controle positivo
(adicdo de 200 mg/kg de racdo do antioxidante BHT) e cinco rages com a inclusdo dos niveis
extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L de 200, 400, 600, 800, e 1000 mg/kg de ragao.
Foram avaliados o desempenho produtivo, qualidade interna e externa dos ovos e a oxidagéo
lipidica do soro sanguineo, figado e segmentos dos Orgdos reprodutores. Apds 84 dias de
alimentacédo, os ovos provenientes dessas aves foram avaliados frescos e armazenados por 28
dias sob temperatura ambiente nos quais foram determinados os indicadores de qualidade
interna e externa, fendlicos totais, capacidade e atividade antioxidante (DPPH e ABTS) nos
ovos e a oxidacdo lipidica (TBARS) na gema. Dessa forma, ndo houve efeito significativo sobre
os parametros de desempenho, qualidade dos ovos e oxidacdo lipidica do sangue, figado e
segmentos dos 6rgdos reprodutivos. Na andlise dos ovos frescos e armazenados, observou-se
diminuicdo da qualidade dos ovos armazenados por 28 dias, e interacéo entre os fatores (racoes
e tempo de armazenamento) para fendlicos totais, na qual verificou-se que os ovos das aves
alimentadas com as diferentes racdes apresentaram menor proporc¢do de fendlicos com 28 dias,
e a quantidade de fendlicos nos ovos das aves alimentada com a ragdo sem aditivo ou com BHT
foram menores em relagdo ao das aves alimentadas com os niveis de extrato, tanto nos ovos
frescos quanto nos armazenados. Para DPPH e ABTS nos ovos, os valores encontrados nos
ovos das aves alimentadas com ra¢6es sem aditivo ou com BHT foram menores em relacdo aos
ovos das aves alimentadas com os diferentes niveis de extrato. Os valores de TBARS
determinados nas gemas das aves alimentadas com a ragdo sem aditivo foram maiores em
relacdo ao BHT e aos diferentes niveis de extrato, ja nos diferentes niveis de adicdo do extrato
na racdo, houve diferenca apenas entre os resultados com a dose de 1000 mg/kg em relagdo as
doses de 600 e 800 mg/kg. Também se verificou efeito quadratico dos niveis de extrato sobre
os valores de TBARS com reducdo da oxidacéo lipidica até o nivel estimado de 571,43 mg do
extrato/kg de ragdo. Conclui-se que a inclusdo de até 1000 mg/kg de extrato etandlico da folha
da Syzigium cumini L na ra¢do de postura ndo apresenta efeito adverso sobre o desempenho

produtivo e a qualidade de ovos e bem como ndo afeta a oxidacéo lipidica no organismo.



Contudo, aumenta a quantidade de fendlicos totais, DPPH e ABTS dos ovos e reduz a oxidagdo
lipidica das gemas em ovos frescos e armazenados por 28 dias, sendo o nivel 6timo de inclusdo

estimado em 571,43 mg do extrato /kg de racéo.

Palavras-chave: aditivo fitogénico; antioxidante; compostos fendlicos; oxidacéo lipidica.



ABSTRACT

The objective of this study is to evaluate the ethanolic extract of the leaf of Syzygium cumini L
in the diet of laying hens on the productive performance, quality of fresh and stored eggs, as
well as lipid oxidation in the body of the birds. A total of 336 31-week-old Lohmann LS - Lite
laying hens were used in a completely randomized design with seven treatments and six
replications of eight birds. The treatments consisted of rations, being negative control (without
addition of antioxidant), positive control (addition of 200 mg/kg of BHT antioxidant ration) and
five rations with the inclusion of levels of ethanolic extract of the leaf of Syzygium cumini L
of 200, 400, 600, 800, and 1000 mg/kg of feed. Productive performance, internal and external
quality of eggs and lipid oxidation of blood serum, liver and segments of reproductive organs
were evaluated. After 84 days of feeding, the eggs from these birds were evaluated fresh and
stored for 28 days at room temperature in which the indicators of internal and external quality,
total phenolics, capacity and antioxidant activity (DPPH and ABTS) in the eggs and the lipid
oxidation (TBARS) in yolk. There was no significant effect on performance parameters, egg
quality and lipid oxidation of blood, liver and reproductive organ segments. In the analysis of
fresh and stored eggs, a decrease in the quality of eggs stored for 28 days was observed, and
interaction between factors (rations and storage time) for total phenolics, where it was verified
that the eggs of birds fed with the different rations showed a lower proportion of phenolics at
28 days, and the amount of phenolics in the eggs of birds fed the diet without additive or with
BHT were lower in relation to birds fed with the levels of extract, both in fresh and stored eggs.
For DPPH and ABTS in eggs, the values found in eggs from birds fed with diets without
additive or with BHT were lower in relation to eggs from birds fed with different levels of
extract. The TBARS values determined in the yolks of the birds fed with the diet without
additive were higher in relation to BHT and the different levels of extract, since in the different
levels of addition of the extract in the diet, there was difference only between the results with
the dose of 1000 mg/kg in relation to doses of 600 and 800 mg/kg. There was also a quadratic
effect of extract levels on TBARS values with a reduction in lipid oxidation up to the estimated
level of 571.43 mg of extract/kg of feed. It is concluded that the inclusion of up to 1000 mg/kg
of ethanolic extract from the leaf of Syzigium cumini L in the laying diet does not have an
adverse effect on productive performance and egg quality, nor does it affect lipid oxidation in
the body. However, it increases the amount of total phenolics, DPPH and ABTS in the eggs and
reduces the lipid oxidation of the yolks in fresh eggs and eggs stored for 28 days, with the

optimum level of inclusion estimated at 571.43 mg of extract/kg of feed.



Keywords: antioxidant; lipid oxidation; phenolic compounds; phytogenic aditive.
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1 INTRODUCAO GERAL

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo moléculas produzidos naturalmente
no organismo animal pelo processo oxidativo na cadeia transportadora de elétrons. Durante esse
processo sdo formados intermediarios reativos, como os radicais superdxido, peroxido de
hidrogénio e o radical hidroxila. (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). Porém, quando 0s
animais sdo expostos a fatores estressantes, a producao excessiva dessas espécies acima dos
niveis normais pode desencadear o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo causada pelas EROS, promove dano celular ao organismo das
aves prejudicando o desempenho produtivo, e promovendo a oxidacdo lipidica dos alimentos,
entre eles o ovo, sendo considerada o principal fator de perda de qualidade das propriedades
funcionais, pela formacdo de subprodutos primarios e secundarios que tém implicacbes no
sabor, cor, e textura do alimento (HUANG & AHN, 2019).

Na producéo animal com o objetivo de neutralizar os efeitos deletérios das EROS,
sdo utilizados antioxidantes sintéticos nas ragdes, porém, nos Ultimos anos estudos tém
demonstrado que esses compostos apresentam toxicidade aos seres humanos (FREITAS et al.
2013). Diante dessa problemética, o uso de antioxidantes de origem vegetal, tem recebido
grande atencdo devido ao amplo espectro de fungdes (LIPINSKI et al., 2017; ABDEL-
MONEIM et al., 2020).

Os antioxidantes de origem vegetal sdo substancias bioativas tais como compostos
fenolicos, que fazem parte da constituicdo natural das plantas, e estdo presentes em todas as
partes, incluindo flores, folhas, raizes, sementes e frutos, e tem como fungdes atracdo de
polinizadores e disseminadores de sementes, além de exercerem importante funcédo na protecéo
contra estresses bioticos e abidticos (BORELLA et al., 2012; GONCALVES et al., 2019).

A Syzygium cumini L., popularmente conhecida como azeitona preta, azeitona roxa,
jambol&o, jamel&o, jambu e murta € uma planta pertencente a familia das Mirtaceas (Myrtaceae)
nativa de paises como India, Tailandia, Filipinas e Madagascar. No Brasil, ela é cultivada em
diversos estados das regides sudeste, nordeste, norte e sul. A planta é rica em compostos
fenodlicos flavonoide (quercetina, isoquercetina, kaempferol, miricetina e antocianidinas) e ndo
flavonoides (acido elagico) em todas as suas partes (AYYANAR & SUBASH-BABU, 2012).

A presenga desses compostos fenolicos implica diretamente na alta atividade
antioxidante da planta. Freitas et al. (2017), trabalhando com a incluséo das folhas de Syzygium

cumini L (0, 5 e 10 g/kg de racdo) na dieta de galinhas poedeiras, observaram que os niveis 10
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g/kg melhorou a estabilidade lipidica e a cor da gema de ovo, sem prejudicar o desempenho
produtivo e a qualidade de ovos.

Sendo assim, a Syzygium cumini L tem demostrado importante acdo antioxidante.
Diante disso, objetivou-se com esse trabalho avaliar o uso do extrato etandlico da folha da
Syzygium cumini L na racdo de poedeiras leves sobre o desempenho produtivo, qualidade e
estabilidade oxidativa de ovos, bem como oxidacdo lipidica do soro sanguineo, figado e

segmentos do 6rgdo reprodutor.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Formacao das espécies reativas de oxigénio (ERQOS)

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo produzidas naturalmente no
organismo através de processos metabdlicos oxidativos em que o oxigénio ndo sofre reducao
tetravalente ao longo da cadeia respiratéria. Durante esse processo sdo formados intermediarios
reativos, como os radicais superoxido (O2-), peréxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxila (OH") (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O radical superdxido é formado a partir da reducdo do O2 com um elétron, sendo
gerado nas mitocondrias, microssomas e peroxissomas. E produzido em quase todas as células
aerdbicas durante a ativacdo maxima dos neutréfilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos.
Com vida meédia de milissegundos é uma molécula instavel e, em razdo disso, dificilmente
atravessa membranas. Porém, apresenta meia vida mais longa do que o radical hidroxila,
podendo reagir com as moléculas por mais tempo. Sua maior toxicidade estd na capacidade de
produzir outros radicais livres mais citotoxicos e reativos que ele proprio, pois em meio aquoso
¢ instavel e pode sofrer dismutacdo espontanea ou enzimatica para produzir peréxido de
hidrogénio e oxigénio molecular (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; SILVA &
GONCALVES, 2010).

A reducdo de dois elétrons de oxigénio ou a dismutacdo do radical superdxido
determina a formacdo do perdxido de hidrogénio. Apesar de ndo ser considerado um radical
livre verdadeiro, por ndo ter um elétron desemparelhado na sua Gltima camada eletronica, é uma
espécie com alto potencial reativo. Assim, por participar da reacdo de geracdo de OH’, o
peroxido de hidrogénio tem acdo deletéria potencial, uma vez que esse se constitui 0 mais
reativo dos radicais livres. Diferente dos radicais livres, 0 H2O. tem vida longa e é capaz de
atravessar as membranas celulares e reagir com metais de transi¢do e algumas hemoproteinas,
podendo ainda induzir alteracbes cromossdmicas por romper a coluna do &cido
desoxirribonucléico (DNA) (BARBOSA et al., 2010).

O radical hidroxila é o mais reativo e mais lesivo radical conhecido e para o qual,
uma vez formado, o organismo animal ndo dispGe de mecanismo de defesa. O OH" é formado
pela fissdo homdloga da ligacdo O-O da molécula de H20>, pela reacdo do H.O> com o ion
ferroso (Fe2™), conhecida como reacdo de Fenton, ou pela interacdo do H>O com o radical
superdxido, pela reacdo de Haber-Weiss (SILVA & GONCALVES, 2010).
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O OH' pode causar lesbes de forma direta ou indireta. As lesbes diretas sédo
produzidas sobre componentes celulares ou compostos organicos, dentre essas principais lesoes
podemos citar: lesdo da membrana lipoprotéica e componentes celulares, pelo processo de
peroxidacdo lipidica; alteracdo da permeabilidade vascular, com lesdo de capilares; alteracdo
da estrutura de proteinas, &cidos nucléicos, lipideos e carboidratos. Todas essas lesdes requerem
a presencga de ferro. As lesdes indiretas ocorrem devido a distUrbios de homeostase do célcio
intracelular, levando a um aumento do célcio citossolico, com consequente ativacdo da xantina
oxidase (RODRIGUES, 1998; VASCONCELOS et al.; 2007).

A geracdo das EROS constitui, por exceléncia, um processo continuo e fisioldgico,
cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. Porém, a producdo excessiva pode conduzir ao
estresse oxidativos ocasionando injarias celulares devido a reacBes de Oxido-reducdo com
moléculas organicas, tais como fosfolipidios, proteinas e DNA. Essas injdrias podem acarretar
perda da funcédo celular e, consequentemente, disfun¢des importantes nos sistemas organicos
(CAMPOS & LEME, 2017).

2.2 Estresse oxidativo nas aves

O termo estresse oxidativo € utilizado em circunstancias nas quais o "desafio" pelas
EROS resulta em dano tecidual ou na producdo de compostos tdxicos ou danosos aos tecidos
(SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da
existéncia de um desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao
excessiva de EROS ou em detrimento da velocidade de remogéo desses. Tal processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas fun¢des bioldgicas e/ou desequilibrio
homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo potencial contra células e tecidos
(BARBOSA et al., 2010).

Naturalmente as aves estdo sujeitas a uma multiplicidade de fatores de estresse ao
longo de seu tempo de vida. Tais fatores podem ser intrinsecos (ligados ao sistema imunologico
do animal) ou extrinseco (relacionados ao ambiente de criacdo e manejo). Estes fatores podem
estimular a geragdo excessiva e continua de EROS acima dos niveis normais do metabolismo
celular que pode induzir, potencialmente, a lesdo das estruturas celulares, aumentar a
peroxidacdo lipidica, prejudicar o desempenho e dificultar a resposta imune do animal
(YOUNG et al., 2003).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis & acdo das EROS, porém a

membrana ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta
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alteracOes na sua estrutura e permeabilidade. O processo de peroxidacdo lipidica é iniciado pela
reacdo de um radical livre com um &cido graxo insaturado e propagado por radicais peroxila,
podendo ser definido como uma cascata de eventos bioguimicos. Resulta na formacgdo de
hidroperdxidos lipidicos e aldeidos, tais como o malondialdeido, 4-hidroxinonenal e
isoprostanos, culminando na morte celular (BARBOSA et al., 2010; COTINGUIBA et al.,
2013).

A lipoperoxidacdo é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacao,
propagacdo e terminacdo. A reacdo inicia-se com o sequestro do hidrogénio do &cido graxo
polinsaturado da membrana celular realizado pelo radical hidroxila, com consequente formacéo
do L: (radical lipidico). Na primeira equacdo de propagacdo, o L- reage rapidamente com o O,
resultando em LOO- (radical peroxila), que, por sua vez, sequestra novo hidrogénio do acido
graxo polinsaturado, formando novamente o L' na segunda equacéo de propagacdo (FERREIRA
& MATSUBARA, 1997).

O término da lipoperoxidacdo ocorre a interrupcdo das reacOes, causado pelo
esgotamento de acidos graxos insaturados ali presente, originando produtos secundarios
estaveis obtidos por cisdo e rearranjo dos perdxidos. Sdo gerados nessa fase produtos como

alcodis, aldeidos, cetonas, alcanos e o malonaldeido (MANCIO et al., 2011).

2.3 Oxidacdo lipidica em ovos

O ovo é conhecido como um dos alimentos mais completos, devido ao seu alto valor
bioldgico, pois possui uma rica fonte de nutrientes, ou seja, um excelente balango de gorduras,
carboidratos, minerais e vitaminas, e principalmente proteinas. Porém, por ser um alimento de
origem animal é altamente perecivel, perdendo rapidamente sua qualidade quando armazenado
em condicdes inadequadas de temperatura e umidade (GIAMPIETRO et al., 2008; SILVA et
al., 2015).

A gema do ovo contém grande quantidade de lipidios, principalmente acidos graxos
insaturados e polinsaturado. Essa combinacdo favorece varias reagcGes enzimaticas, entre as
quais, a oxidacgdo lipidica é a principal responsavel para a perda do valor nutritivo, limitando
sua capacidade de conservacdo e consequentemente reduzindo a vida de prateleira
(GIAMPIETRO et al., 2008).

A oxidacdo lipidica ocorre como uma reacdo em cadeia e 0s acidos graxos
polinsaturado (PUFA) sdo mais susceptiveis, resultando na formacdo de produtos secundarios

produzidos no decurso da decomposicao dos primarios que desencadeiam alteracdes sensoriais,
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além de mudancgas nutricionais e descoloragdo nos alimentos. Dentre esses, um dos principais
é 0 malonaldeido (MDA) (FELTES et al., 2010).

A oxidacdo lipidica pode ser avaliada através da determinacdo de substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBA) conhecido pelo método de TBARS. Esse método baseia-
se na reacdo de uma molécula de MDA com o TBA, sob altas temperaturas, sendo medido por
espectrofotometria a 532 nm de comprimento de onda, expressando a absorbancia equivalente
de MDA (g/kg ou p/g) (NAIR & TURNER, 1984; LUNA et al., 2010).

Garcia et al., (2010), concluiram que o aumento do periodo de estocagem prejudica
a qualidade dos ovos de poedeiras semipesadas jovens ou velhas, porém, esse efeito prejudicial
é minimizado quando os ovos sdo mantidos sob refrigeracdo. Da mesma forma, Figueredo et
al. (2011), observaram que ovos armazenados sob refrigeracdo apresentam melhor qualidade
interna por maior periodo de tempo quando comparados com ovos armazenados em temperatura
ambiente.

Investigando o efeito da temperatura (refrigerado e temperatura ambiente) durante
0 armazenamento dos ovos (0, 7, 14, 21 e 30 dias), Oliveira et al., (2015), constataram que 0s
ovos mantidos sob refrigeracdo tiveram aumento significativo dos valores de TBARS aos 21 e
30 dias em relacdo a 0, 7 e 14 dias. J& nos ovos armazenados em temperatura ambiente, tiveram
um aumento significativo nos valores médios de TBARS aos 14 e 21 dias em relagdo a0 e 7
dias, sendo que, no ultimo dia do armazenamento, o valor médio de TBARS aumentou
significativamente em relacdo aos dias anteriores, ou seja, quando armazenados sob
refrigeracdo os ovos conseguem manter por mais tempo sua qualidade.

Corroborando com esses resultados Akter et al., (2014), verificaram que 0S ovos
armazenados em geladeira apresentaram menores valores de TBARS até 28 dias e em
temperatura ambiente somente até 14 dias. Cimrin et al., (2019), também constataram menores
valores médios de TBARS nas gemas de ovos mantidos a 4°C de refrigeracao.

Como protecdo aos efeitos nocivos do excesso de metabolitos de oxigénio, 0
organismo dos animais dispde de sistemas defensivos, sdo os chamados sistemas de defesa
antioxidantes, que atuam em diferentes niveis de protecéo: inibindo a formacao e a¢do oxidativa
das ERQOS, e reparando as lesdes provocadas pelos metabdlitos oxidativos (CROCOMO et al.,
2012).

2.4 Sistema de defesa antioxidante das aves
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A exposicgdo do organismo as EROS, provenientes de diversas fontes, levou as aves
a desenvolverem uma série de mecanismos de defesa para elimina-las de maneira benéfica,
diminuindo a taxa de reacdo destas com a membrana lipidica, proteinas e DNA. Estas defesas
foram a resposta da evolucdo a inevitabilidade da existéncia de radicais de oxigénio em
condicBes de vida aerdbia. Estas defesas podem ser enzimaticas ou ndo enzimaticas, as quais
sdo divididas em trés niveis: prevenc¢do da formacao das EROS, eliminacdo das EROS formadas
e reparo das moléculas modificadas por estas. (FERREIRA & ABREU; 2007; ALUWONG et
al, 2013).

Dentre os niveis de adaptacdo, se destacam 0s mecanismos de eliminacdo das
espécies reativas de oxigénio, que se dao por meio da atividade de enzimas antioxidantes e do
envolvimento de agentes antioxidantes ndo enzimaticos, os quais tem como papel central a

protecao dos alvos bioldgicos contra os potenciais danos oxidativos (RIBEIRO et al. 2005).

2.4.1 Sistema enziméaticos

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em grande nUumeros e encontram-se
espalhadas por todo 0 organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular. E o
primeiro a agir, evitando o acumulo de anion radical superéxido e do peroxido de hidrogénio.
E formado por diversas enzimas, destacando-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase
(CAT), a glutationa peroxidase (GPH-Px), e a glutationa redutase (GPHR) (FERREIRA &
ABREU, 2007).

Os sistemas enzimaticos ocorrem de trés formas, o primeiro é composto por dois
tipos de enzimas SOD, que catalisam a destrui¢do do radical superdxido, convertendo-o em
oxigénio e peroxido de hidrogénio. A decomposicao radical superéxido ocorre naturalmente,
porém, por ser uma reacdo de segunda ordem, necessita que ocorra colisdo entre duas
moléculas, de forma que ha necessidade de maior concentragdo do anion. A presenca da enzima
SOD favorece essa dismutagédo tornando a reacao de primeira ordem, eliminando a necessidade
da colisdo entre as moléculas. A acdo desta enzima permite a eliminag&o do radical superoxido
mesmo em baixas concentragdes. Existem duas formas de SOD no organismo, a primeira é
dependente de Cuz* e Zn," (CuZn-SOD) como centros redox e ocorre no citosol, sendo que sua
atividade ndo é afetada pelo estresse oxidativo. A segunda contém Mn;" (Mn-SOD) como
centro redox, ocorre na mitocondria e sua atividade aumenta com o estresse oxidativo
(BARREIRO et al., 2006).
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O segundo sistema de prevencdo é muito mais simples, sendo formado pela enzima
catalase (CAT), que atua na quebra do perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio. Para manter
sua atividade catalitica, a CAT necessita de Fe3* como cofator e é dependente de NADPH. Esta
enzima encontra-se em grandes concentracdes nos peroxissomas, e em menor quantidade no
citosol (IMAI & NAKAGAWA, 2003).

A CAT atua de forma complementar ao sistema de antioxidante das glutationas,
sendo mais eficiente que este, em altas concentragdes de perdxido de hidrogénio, visto que em
baixas concentracdes a maior afinidade € a da glutationa peroxidase (GSHPx) em virtude do
menor valor de Km para o perdéxido de hidrogénio, fazendo com que a mesma possa atingir sua
velocidade méaxima em concentracGes menores desse substrato (POWERS et al., 2009).

A glutationa reduzida (GSH), possui papel central na defesa das células contra o
estresse oxidativo, sendo um tripeptideo encontrado intracelularmente em altas concentracdes,
essencialmente em todos 0s organismos aerdbicos. Sua capacidade redutora é determinada pelo
grupamento -SH, presente na cisteina. A GSH Atua como transportadora e reservatorio da
cisteina, onde participa da detoxificacdo de agentes quimicos e da eliminacdo de produtos da
lipoperoxidacdo. Ainda, é requerida para a sintese de DNA, de proteinas e de algumas
prostaglandinas (HUBER et al., 2008)

O ciclo redutor da glutationa é o principal mecanismo de remocdo de
hidroperdxidos, lipoperoxidos e, assim como a catalase, do perdxido de hidrogénio. Apds
exposicdo da GSH ao agente oxidante, ocorre sua oxidacdo a glutationa oxidada (GSSG), pela
acao da GSHPx, enzima que contém selénio em seu sitio ativo. A recuperacdo da GSH ¢ feita
pela enzima glutationa redutase na presenca de NAPH, uma etapa essencial para manter integro
0 sistema de protecdo celular (HUBER et al., 2008).

2.4.2. Sistemas ndo enzimaticos

Os antioxidantes ndo enzimaticos desempenham um papel importante na protecao
de macromoléculas contra possivel dano oxidativo, principalmente no plasma que possui pouca
atividade enzimatica. Esses antioxidantes sdo compostos de baixo peso molecular, incluindo
vitaminas A, C e E, diferentes minerais como selénio, zinco, cobre e manganés, compostos
fendlicos. O sistema pode atuar em duas linhas distintas: como removedor do agente oxidante,
antes que ele cause lesdo, ou como reparador da lesdo ocorrida. Com excecdo da vitamina E,
gue é um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes
encontra-se no meio intracelular (NORDBERG & ARNER, 2001; ANDRADE et al., 2010).
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A vitamina E é constituida principalmente por quatro tocoferdis e secundariamente
por quatro tocotrienois, sendo o a-tocoferol o mais ativo. E uma vitamina lipossoltvel e
normalmente armazenada a nivel de membrana, entre os fosfolipidios, exercendo funcgédo
antioxidante. Atua juntamente com a vitamina C e a glutationa dependente de selénio inibindo
a peroxidacdo lipidica. Estas substancias agem como doadores de hidrogénio para o radical
peroxila, interrompendo a reacdo em cadeia da peroxidacéo lipidica. Cada tocoferol pode reagir
com até dois radicais peroxila e, nesse caso, 0 tocoferol e irreversivelmente desativado. Para
que eles ndo se desativem, necessitam do mecanismo de regeneracdo sinergetico com o
ascorbato nas membranas celulares e com a ubiquinona na membrana mitocondrial
(OLIVEIRA, 2000).

A vitamina E pode ser facilmente transferida para a gema de ovos, Grobas et al.
(2002) mostraram relacdo linear positiva entre a suplementacdo de dl-a-acetato de tocoferil na
racao ofertadas e a concentragao de a-tocoferol na gema de ovos de poedeiras. Da mesma forma,
Bolikbasi et al. (2007) verificaram que a suplementacdo de vitamina E provocou aumento na
deposi¢do de a-tocoferol na gema de ovos de poedeiras expostas a estresse térmico, inibindo a
reacao em cadeia da oxidacdo na gema.

A vitamina C ou acido ascérbico é um antioxidante soltivel em agua, localizado nos
compartimentos aquosos dos tecidos organicos. Desempenha papeis metabdélicos fundamentais
no organismo, atuando como agente redutor, reduzindo metais de transicdo (em particular Fe®*
e Cu®") presentes nos sitios ativos das enzimas ou nas formas livres no organismo. Por ser um
bom agente redutor, o acido ascorbico pode ser oxidado pela maioria das EROS, de tal forma
que, a suplementacao deste, mostra efeito positivo na reducéo do estresse fisioldgico causado
pela rapida taxa de crescimento e pelas condi¢gdes ambientais da producéo avicola (HALIWELL
etal., 1996).

El-Senousey et al. (2018) observaram que a injecdo in ovo de 3mg/ovo de &cido
ascorbico reduziu os niveis de expressdo de genes relacionados ao sistema imunologico,
associando essa resposta a capacidade antioxidante da vitamina para eliminar a producéo
excessiva das EROS.

A vitamina A é um antioxidante muito eficaz e pode retardar o processo de
peroxidacao lipidica. Sua atividade, entretanto, depende da pressao parcial de Oz, sendo mais
eficiente a baixas concentracdes deste. Altos niveis de oxigénio levam a destruicdo dos
carotenoides que séo precursores da vitamina A (FOOTE, 1970).

Segundo Ahmad et al. (2019), a suplementacdo dietética de vitamina A acima das

recomendacdes pode aumentar a conteudo desta vitamina nos ovos e desta forma reduzir a
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deterioracdo da qualidade destes devido a oxidacao lipidica durante o armazenamento. Outro
ponto positivo, é a restauracdo da atividade normal de 6rgdos reprodutores em galinhas
poedeiras criadas em temperatura ambiente mais alta.

Outra linha de defesa antioxidante encontrada no organismo séo os oligoelementos.
O selénio (Se) é um micronutriente essencial presente em quantidades variaveis, em quase todos
os alimentos da dieta animal. Esse elemento atua associado as selenoproteinas, muitas das quais
sdo enzimas antioxidantes que protegem o organismo contra a acao das EROS, sendo a principal
delas é a glutationa peroxidase (SILVA & GONCALVES, 2010).

O zinco, cobre e manganés sdo oligoelementos essenciais que funciona em varias
vias metabdlicas. Suas principais funcdes em relacéo ao sistema de defesa antioxidante sdo suas
participacbes como cofatores enzimaticos no centro redox da enzima superdxido dismutase que

ocorre no citosol e na mitocondria celular (BARBOSA et al., 2010).

2.5 Antioxidantes exdgenos utilizados na producéo avicola

Atualmente, existe uma grande quantidade de compostos, tanto naturais quanto
sintéticos, com propriedades antioxidantes utilizadas na alimentacdo animal, embora para seu
uso, devem cumprir certos requerimentos, sendo um deles a seguranca para a saude animal e
humana (NAWAR, 1996).

Segundo Melo & Guerra (2002), as substancias antioxidantes exdgenas devem
atender os seguintes requisitos: serem efetivos durante o periodo de armazenamento, nao
conferirem odor ou sabor ao alimento, serem compativeis com o substrato, serem estaveis ao
processo de aquecimento e serem facilmente incorporados ao alimento.

Estes séo descritos, segundo seu mecanismo de a¢do, como aditivos que reagem
com as EROS, formando produtos inativos ou quanto a sua presenca em alimentos, como
qualquer substancia capaz de retardar os efeitos deletérios da oxidacdo ao organismo e aos
alimentos. Estas substancias podem ser produzidas sinteticamente pela industria ou encontradas

de forma natural nas plantas presentes na natureza (GARCIA et al., 2012).

2.5.1 Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos sdo usados como aditivos alimentares para prevenir ou

retardar a oxidacdo lipidica. Desses antioxidantes sintéticos os mais utilizados pela industria
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brasileira s&o o butil hidroxianisol (BHA), butil hidroxitolueno (BHT), galato de propila ou
propil galato (PG) e terc-butil hidroquinona (TBHQ) (TAKEMOTO et al, 2009).

A utilizacdo desses antioxidantes na alimentacdo humana e animal teve inicio no
final da decada 40, a partir da utilizacdo de BHA desenvolvido para protecdo de petroleo, com
acéo eficaz como antioxidante em alimentos gordurosos. Em meados de 1954, teve inicio ampla
utilizacdo do BHT nos Estados Unidos, juntamente com os antioxidantes alimentares
anteriormente disponiveis, como BHA e o propil galato. Ja em 1972, deu-se inicio a
comercializacdo do TBHQ como um antioxidante de qualidade na alimentacdo (MAZIERO et
al., 2001; NIEVA-ECHEVARRIA et al., 2015).

Estes antioxidantes sdo compostos poli-hidroxilados e fendis com vérias
substituicdes no anel. S8o chamados de antioxidantes primarios, pois atuam na etapa da
iniciacdo da oxidacdo lipidica, bloqueando a acdo das EROS, convertendo-as em produtos
estaveis por meio da doacdo de hidrogénio ou elétrons. A eficacia de um antioxidante esta
relacionada com muitos fatores, como a energia de ativacdo, as constantes de velocidade, o
potencial de 6xido-reducdo, a facilidade com a qual pode-se destruir ou perder o antioxidante e
a sua solubilidade (CONEGLIAN et al., 2011),

Apesar dos beneficios propiciados pelos antioxidantes sintéticos na industria da
alimentacdo e nutricdo animal, estudos toxicoldgicos com essas substancias tém demostrado
que elas apresentam alto potencial carcinogénicos, provocam males devido ao aumento do peso
do figado, reducdo do nivel de hemoglobina, hiperplasia de células basais, além de serem
toxicos dependendo da quantidade utilizada (RAMALHO & JORGE, 2006).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo
de antioxidantes sintéticos na alimentacdo animal, pesquisas tém sido dirigidas no sentido de
utilizacdo de antioxidantes naturais. Sendo estes, uma alternativa promissora e economicamente
mais viavel, podendo proporcionar possiveis beneficios a saude dos consumidores, devido aos

efeitos funcionais de seus compostos bioativos (HUBER et al., 2012).

2.5.2 Antioxidantes naturais

Devido a comprovacao de efeitos maléficos causados por doses elevadas de BHT,
BHA e TBHQ, no final da década de 80, surgiu o interesse pelos antioxidantes de fontes
naturais, que pudessem atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como alternativa
para prevenir a deterioracdo oxidativa de alimentos e principalmente limitar o uso dos
antioxidantes sintéticos (POKORNY, 1991; DURAN & PADILLA, 1993).
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Os antioxidantes naturais séo classificados como compostos bioativos provenientes
de diferentes partes das plantas, tais como, folhas, cascas, raizes, sementes e ou/ frutos. Ja foram
identificados mais de 5000 compostos bioativos, no entanto, uma grande percentagem destes
compostos € ainda desconhecida, sendo importante a sua identificacdo para melhor
compreender a sua contribuicdo para a saide humana e animal (FERREIRA & ABREU, 2007).
Os antioxidantes naturais sdo compostos aromaticos que contém pelo menos uma hidroxila.
Funcionam como agentes inibidores das EROS, como quelantes ou sequestrantes do oxigénio
singlete e como desativadores de metais pré-oxidantes (MELO e GUERRA, 2002).

Os compostos bioativos presentes nos antioxidantes naturais englobam
carotenoides: (o- caroteno, B-caroteno, B-criptoxantina, luteina, zeaxantina, cataxantina e
licopeno); compostos fenolicos: flavonoides (flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas,
antocianidinas e isoflavonoides), estibenos, cumarinas e taninos, e nao flavonoides ou acidos
fendlicos: (acidos hidroxibenzbicos e acidos hidroxicindmicos); alcaldides; compostos
azotados: (derivados da clorofila, aminoacidos e aminas) e compostos organossulforados:
(isotiocianatos, indoles, compostos de enxofre alilicos). Porém, os compostos bioativos mais
estudados sdo os compostos fendlicos (FERREIRA & ABREU, 2007).

2.5.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até outras com alto grau
de polimerizacdo. Caracterizam-se pela presenca de pelo menos um grupo hidroxila ligada
diretamente a um anel aromatico. Estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a
glicosidios e proteinas (SOARES, 2002).

Os compostos fenolicos funcionam como sequestradores das EROS e quelantes de
metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo
oxidativo. Sua capacidade antioxidante é determinada pela sua estrutura, em particular por
hidroxilas que podem doar elétrons e suportar como resultado a deslocalizagdo em torno do
sistema aromatico. Os produtos intermediarios, formados pela acdo destes compostos, s&o
relativamente estaveis devido a ressonancia do anel aromatico apresentadas por estas
substancias (SHAHIDI et al., 1992; SOARES, 2002).

Este grupo de compostos bioativos séo divididos em classes, de acordo com o seu
esqueleto carbdnico, onde as principais sdo a dos acidos fendlicos e a dos flavonoides. Os acidos
fendlicos ou ndo flavonoides caracterizam-se pela presenca de um anel benzénico, um

grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metila. S&o divididos em
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trés grupos, acidos benzoicos, acidos cindmicos e cumarinas. Os acidos benzdicos possuem sete
atomos de carbono, sendo os acidos fenolicos mais simples encontrados na natureza. O segundo
grupo é formado pelos acidos cinamicos que possuem nove atomos de carbono. O ultimo grupo
sdao as cumarinas, derivadas do acido cinamico por ciclizagdo da cadeia lateral do acido a-
cumarico (SOARES, 2002).

J& os flavonoides somam mais de 10.000 identificados na natureza, sendo 0s
metabolicos secundarios mais diversificados do reino vegetal. Possui a estrutura basica formada
por 15 carbonos (Cys) arranjados em trés anéis consistindo de dois anéis aromaticos ligados por
um heterociclico oxigenado. S&o subdividos em classes, flavonas, flavondis, flavanonas,
isoflavanas, antocianinas e isoflavondides (CAROCHO & FERREIRA, 2013).

A diversidade estrutural dos flavondides é explicada ao nivel de oxidacdo e as
variacdes sofridas no esqueleto carbdnico basico tais como: hidroxilagdo, metilacéo, acilacéo,
glicosilacao, o que lhes confere uma grande capacidade antioxidante (LOPES et al., 2010). Essa
capacidade antioxidante depende das propriedades redox de seus grupos hidroxifenolicos e da
relacdo estrutural entre as diferentes partes da estrutura quimica. (MARTINEZ-FLOREZ et al.,
2002).

Além de sequestradores das EROS e quelantes de metais de transicdo, 0s
flavondides, apresentam outras propriedades antioxidantes como: inibicdo de oxidases entre
elas a lipoxigenase, ciclooxigenase, mieloperoxidase e xantina oxidase, e estimulagdo de
enzimas com propriedade antioxidantes como a catalase e superéxido dismutase. Extratos
obtidos de fontes naturais, como o alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (AFONSO et al., 2010),
sélvia (Salvia officinalis L.) (ESTEVEZ et al., 2007), cha verde (PERUMALLA & NAVAM,
2011), orégano (Origanum vulgare) (BOTSOGLOU et al., 2002), provaram possuir forte
atividade antioxidante, devido ao elevado teor de compostos fenolicos.

Por conter grandes quantidades de acidos graxos insaturados e polinsaturado as
gemas dos ovos, sdo mais susceptiveis ao processo de oxidacao lipidica e isso limita a
capacidade de conservacao (PITA etal., 2004). Yesilbag et al., (2013), observaram um aumento
na estabilidade lipidica de ovos armazenados, quando incluiram extrato de éleo de orégano nas
racoes de poedeiras.

A presenca destes compostos bioativos em plantas vem sendo bastante estudada,
ainda assim no Brasil, existe um déficit entre a diversidade da flora e a quantidade de pesquisa
desenvolvida, o que determina um elevado potencial de estudo nessa area. Dentre as varias
espécies de plantas, pesquisas tem demostrado que a azeitona roxa (Syzygium cumini L)

apresenta um grande potencial antioxidante (CHAGAS et al., 2015).
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2.6 Syzygium cumini L

A Syzygium cumini L, popularmente conhecida como: jambol&o, cereja, jamelao,
jaldo, jambu, azeitona-do—nordeste, murta, ameixa roxa e azeitona preta. E uma planta
pertencente a familia das Mirtaceas (Myrtaceae), compreendendo mais de 4.620 espécies
distribuidas em 129 géneros. Originaria da India e amplamente distribuida em paises asiaticos
como Malasia, Tailandia e Filipinas. A planta foi introduzida em muitos paises no Continente
africano e na América Latina onde se adaptou facilmente ao clima tropical e subtropical. No
Brasil, pode ser encontrada em diversos estados das regides sul, sudeste, norte e nordeste
(SOUSA SABINO et al., 2018).

E considerada uma espécie arborea, atingindo 15 m de altura e 4 m de diametro de
copa. As folhas sdo verdes escuras, lisas, brilhantes e em forma alongada ou oblonga. As flores
s80 pequenas, numerosas, nas cores brancas ou esverdeadas e os frutos sdo comestiveis e
apresentam um sabor adstringente, possuem forma elitica composta por uma Unica semente e
podem ser encontrados na copa da arvore (BALIGA et al., 2011; AYYANAR & SUBASH-
BABU, 2012; SOUSA SABINO et al., 2018).

A Syzygium cumini L é conhecida por possuir diversos fitoquimicos, sendo a
maioria considerados benéficos para a satde. As folhas, frutos, semente e casca sao utilizadas
pela populacdo, principalmente no tratamento do diabetes, resfriado, tosse, Ulceras e também
anti-inflamatoria e antibacteriana. Administrados na forma de diferentes preparos como extrato
aquoso, extrato etandlico, suco e cha das folhas (PEPATO et al., 2001).

A planta é rica em compostos fendlicos flavondides e ndo flavondides como:
antocianinas, acido elagico, isoquercetina, caemferol e mirecetina. As sementes por sua vez,
contém alcaloides, jambosina, glicosideo jambolina e diferentes flavonoides, lhes conferindo
uma alta acéo antioxidante. Além disso, séo bastante ricas em proteinas e célcio. Os frutos séo
ricos em rafinose, glicose, frutose, acido citrico, acido maleico, acido galico (responsavel pelo
azedume dos frutos), antocianinas (responsavel pela cor roxa dos frutos). Também contém
proteinas, minerais como: calcio, fésforo, magnésio, ferro, sddio, potassio, cobre e cloro e
vitaminas A, C e as do complexo B (AYYANAR & SUBASH-BABU, 2012).

Ja suas folhas possuem glicosideos acilados, compostos fenolicos: quercetina,
mirecetina, miricitina, Miricetina 3-O-(4” acetil) -a-L-ramnopiranosideo, &cido galico, acido
elagico, acido clorogénico, metilgalato, camferol, triterpendides e taninos (AYYANAR &
SUBASH-BABU, 2012; SWAM I et al., 2012).
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Quando comparando a concentracdo de compostos fendlicos do extrato das folhas
e dos extratos de diferentes estagios de maturacdo do fruto da Syzygium cumini L, Veber et al.,
(2015) observaram que o extrato das folhas apresentou maior presenca de compostos fendlicos
quando comparado com os demais extratos. Corroborando com estes resultados, Kaneria &
Chanda et al. (2013) também constataram que o extrato das folhas da planta apresentou uma
alta atividade antioxidante e antimicrobiana. Estes resultados indicam que as folhas da Syzygium

cumini L pode se tornar uma importante fonte de antioxidante natural.

2.6.1 Atividade antioxidante das folhas da Syzygium cumini L

As folhas da Syzygium cumini L apresentam vérias atividades biologicas e estas
atividades tem sido demonstradas por grupos de pesquisa, dentre essas acdes foram
identificadas fungdes farmacoldgicas como antiinflamatdria, atividade antibacteriana contra
bactérias como Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa (LOGUERCIO et al,
2005) e antioxidante (KANERIA & CHANDA et al. 2013).

A acdo antioxidante das folhas € em razéo da variedade de compostos fendlicos,
sendo que estes, constituem um dos principais grupos responsaveis pela eliminacdo das EROS.
Hasanuzzaman et al., (2016), trabalhando com os extratos das folhas da de S. cumini em
diferentes solventes (n-hexano, acetona, cloroférmio e metanol), denotaram a presenca de
fitoquimicos como alcaldides, flavondides, glicosideos, fenol, resinas, saponinas, taninos e
esteroides.

Ramos & Bandiola (2017), também avaliando a constitui¢do fitoquimica de extratos
das folhas com diferentes solventes (agua, etanol, metanol, etil acetato e hexano), observaram
gue os extratos etandlico e metanolico continham a maior parte dos fitoquimicos e também
incluiam: alcaldides, flavonoides, saponinas, taninos, glicosideos, fenois, proteinas,
triterpendides, esteroides, 6leos e gorduras.

Balyan et al., (2019), encontraram um total de dez compostos fendlicos, incluindo
seis acidos fendlicos (&cido tanico, acido galico, acido elagico, acido cafeico, acido fertlico e
acido p-cumarico) e quatro flavonoides (catequina, epicatequina, quercetina e miricetina 3-O-
ramnosideo) no extrato purificado da folha da S. cumini L.

Segundo Kharat et al., (2020), o extrato da folha da planta apresentou quatro tipos
de compostos fendlicos: quercetina, rutina, acido elagico e kaempferol. Dos cinco solventes
usados (agua, etanol, metanol, acetato de etila e cloroférmio), o extrato etandlico indicou a

maior quantidade de quercetina (0,19394 + 0,05ng / ml), o extrato aquoso maior quantidade de
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rutina (0,04731 + 0,05pg / ml), enquanto o extrato de acetato de etila exibiu o maior conteudo
para acido elagico (0,02492 + 0,03ug / ml) e kaempferol (0,02521 + 0,05ug / ml).

Ja Kaneria et al. (2009), encontraram 180 e 94 mg/g de compostos fendlicos total
nos extratos metandlico e aquoso das folhas de S. cumini L respectivamente, usando o método
de Folin-Ciocalteu e o &cido galico como padréo. Jacques & Zambiazi (2011), observaram que
0 &cido gélico apresentou uma das maiores taxas de degradacdo dentre os compostos fenolicos
individuais. Essa resposta € associada a sua estrutura altamente hidroxilada, que favorece maior
disponibilidade para reacGes de oxirreducao.

A atividade antioxidante das folhas da S. cumini L, vem sendo investigadas
experimentalmente através de estudos in vitro e in vivo. Ruan et al., (2008), verificaram relacéo
linear significativa entre o potencial antioxidante, capacidade de eliminacdo das EROS e o
conteddo de compostos fendlicos de extratos das folhas. Os autores identificaram compostos
fendlicos como o &cido ferdlico e catequina. Esta ultima é um flavonoide monomérico, que
contém hidroxila e peroxila e apresenta alta atividade de eliminacéo dos radicais (MOREL et
al., 1993).

Outros trabalhos também verificaram atividade antioxidante in vitro da folha da S.
cumini L, Jagetia & Baliga, (2004), Kshirsagar & Upadhyay, (2009), Nahar et al., (2009), Reddy
& Jose, 2013, Eshwarappa et al., 2014, Margaret et al., 2015, Kumar & Kalakoti, 2015.

Nas pesquisas in vivo, Bona et al., (2010) observaram que o extrato etan6lico das
folhas reduziu consideravelmente os valores de TBARS em plaquetas de pacientes diabéticos.
Conforme os autores, essa resultancia pode ser devido a presenca de compostos fendlicos
encontrados no extrato como o &cido galico, acido clorogénico e a rutina, posto que, esses
compostos sao tidos por serem antioxidantes.

Quando referindo aos animais de producdo, poucos trabalhos tem sido desenvolvido
com o uso da planta. No entanto, Freitas et al., (2017), trabalhando com a inclusdo das folhas
secas e trituradas (0, 5 e 10 g/kg) na dieta de galinhas poedeiras, observaram que os niveis 10
g/kg melhorou a estabilidade lipidica e a cor da gema dos ovos, sem prejudicar o desempenho
e a qualidade dos ovos.

A presenga de compostos fendlicos, flavonoides e ndo flavonoides especialmente
nos extratos de folhas da Syzygium cumini L e sua atividade antiedematogénica justificam o uso

de extratos como um potente antioxidante natural (VEBER et al., 2015).
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3 DESEMPENHO PRODUTIVO, QUALIDADE DOS OVOS E OXIDAC}AO LIPIDICA
EM POEDEIRAS LEVES ALIMENTADAS COM RA(;OES CONTENDO EXTRATO
ETANOLICO DA FOLHA DE Syzygium cumini L

RESUMO

A Syzygium cumini L popularmente conhecida como azeitona preta, azeitona roxa, jambolao,
jameldo apresenta importante compostos fendlicos que atuam capturando radicais livres e
protegendo as células dos danos oxidativos. Objetivou-se avaliar o efeito do extrato etandlico
da folha da Syzygium cumini L sobre o desempenho produtivo, qualidade de ovos e oxidacao
lipidica de poedeiras leves. Foram utilizadas 336 poedeiras Lohmann LS - Lite com 31 semanas
de idade, em um delineamento inteiramente casualizado composto por sete tratamentos e seis
repeticGes de oito aves cada. Os tratamentos aplicados foram constituidos por ragdes, sendo
duas racOes controle, negativo (sem adicdo de antioxidante) e positivo (com adi¢do de 200
mg/kg de racdo do antioxidante sintético BHT) e cinco ra¢gdes com a inclusdo dos niveis de 200,
400, 600, 800, e 1000 mg/kg de racdo do extrato etandlico da folha Syzygium cumini L. Foram
avaliadas o desempenho produtivo das poedeiras, a qualidade interna e externa dos ovos e a
oxidacdo lipidica do soro sanguineo, figado e segmentos do 6rgdo reprodutor pela analise de
Thars. N&o houve efeito significativo sobre os parametros de desempenho, qualidade dos ovos
e oxidacdo lipidica do sangue, figado e segmentos do 6rgdo reprodutor. Na analise de regressao
observou-se efeito linear positivo para o consumo de racdo. A inclusdo de até 1000 mg/kg de
extrato etandlico da folha da Syzigium cumini L na ra¢do ndo apresenta efeito adverso sobre o
desempenho produtivo e a qualidade de ovos e bem como ndo afeta a oxidacao lipidica no
sangue, figado e segmentos do 6rgdo reprodutor de poedeiras leves com idade de 31 a 49

semanas.

Palavras-chaves: aditivo fitogénico; antioxidante; compostos fenolicos; peroxidagao lipidica.
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ABSTRACT

Syzygium cumini L popularly known as black olive, purple olive, jambolan, jamelon has
important phenolic compounds that act by capturing free radicals and protecting cells from
oxidative damage. The objective was to evaluate the effect of the ethanolic extract of the leaf
of Syzygium cumini L on the productive performance, egg quality and lipid oxidation of laying
hens. A total of 336 31-week-old Lohmann LS - Lite laying hens were used in a completely
randomized design consisting of seven treatments and six replicates of eight birds each. The
applied treatments were constituted by rations, being two control rations, negative (without
addition of antioxidant) and positive (with addition of 200 mg/kg of ration of the synthetic
antioxidant BHT) and five rations with the inclusion of the levels of 200, 400, 600, 800, and
1000 mg/kg of ethanolic extract of the leaf Syzygium cumini L. The productive performance
of laying hens, the internal and external quality of the eggs and the lipid oxidation of the blood
serum, liver and segments of the reproductive organ were evaluated by TB analysis. There was
no significant effect on performance parameters, egg quality and lipid oxidation of blood, liver
and reproductive organ segments. In the regression analysis, a positive linear effect was
observed for feed intake. The inclusion of up to 1000 mg/kg of ethanolic extract of the leaf of
Syzigium cumini L in the feed does not have an adverse effect on the productive performance
and the quality of the eggs, nor does it affect the lipid oxidation in the blood, liver and segments

of the reproductive organ of light laying hens aged 31 to 49 weeks.

Keywords: antioxidant; lipid peroxidation; phenolic compounds; phytogenic additive.
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3.1 Introducgéo

As aves de postura estdo sujeitas a uma multiplicidade de fatores de estresse ao
longo da vida que podem ser intrinsecos aos organismos das aves, como status imunoldgico,
idade e estado fisioldgico, e extrinseco associados a infraestrutura de alojamento e condic¢Ges
ambientais, manejo e nutricdo (SURAI & FISININ, 2016a; SURAI & FISININ, 2016b). Esses
fatores podem estimular a geracdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS) acima dos niveis
normais do metabolismo celular que pode induzir, potencialmente, a lesdo das estruturas
celulares, aumentar a peroxidacdo lipidica, prejudicar o desempenho e dificultar a resposta
imune do animal (YOUNG et al., 2003).

Para neutralizar os efeitos deletérios das EROS, sdo utilizados antioxidantes
sintéticos na racdo animal, que retardam ou inibem processos oxidativos no alimento e no
organismo animal por meio de propriedades quimicas que permite o sequestro de EROS,
mitigando o estabelecimento do quadro de estresse oxidativo e consequentemente preservando
a saude animal, auxiliando o sistema imunoldgico e aumentando a eficiéncia produtiva do
animal. Os antioxidantes sintéticos comumente usados sdo hidroxianisole butilado (BHA) e
butilado hidroxitolueno (BHT), galato de propila (PG) e o terc-butilhidroquinona (TBHQ). No
entanto, estudos tém demonstrado que esses compostos podem apresentar toxicidade, podendo
ser carcinogénico para os seres humanos (FREITAS et al. 2013).

Com iss0, nos ultimos anos pesquisas tem-se voltado ao uso de plantas medicinais
como antioxidantes naturais, pois estas possuem substancias bioativas que fazem parte da
constituicdo das plantas que atuam capturando radicais livres e protegendo as células dos danos
oxidativos, onde a sua quantidade é diretamente proporcional a eficiéncia da atividade
antioxidante (VEBER et al., 2015; ABDEL-MONEIM et al., 2020; BATIHA et al., 2020).

Dentre os antioxidantes presentes nas plantas os mais ativos e frequentemente
encontrados séo os compostos fendlicos, que alem de influenciar as fungdes fisioldgicas, podem
ajudar a manter uma boa saude e também melhora o desempenho, ao mesmo tempo, Sao menos
prejudiciais, tém menos efeitos colaterais do que os produtos sintéticos e podem ser
incorporados na racdo ou na agua das aves (ABDEL-MONEIM et al., 2020; BATIHA et al.,
2020; TORKI et al., 2021).

Popularmente conhecida como azeitona preta, azeitona roxa, jamboldo, jameldo,
jambu e murta, a Syzygium cumini L, é uma planta pertencente a familia das Mirtaceas
(Myrtaceae), origindria da india, e hoje cultivada em todo o territorio do Brasil. A planta é rica

em polifendis flavonoides como; antocianidinas, glicosideos, isoquercetina, kaempferol, e
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miricetina, assim como &cidos fendlicos a exemplo do &cido elagico em todas as suas partes
(folhas, sementes, frutos e casca). As folhas possuem principalmente na sua composi¢cdo
flavonoides glicosideos e flavonois glicosideos acilados, taninos e acido elagico (AYYANAR
& SUBASH-BABU, 2012; VEBER et al., 2015; AYYANAR et al., 2013).

A atividade antioxidante in vitro de diferentes extratos das folhas de Syzygium
cumini L foi relatada por diferentes pesquisadores (RUAN et al., 2008; KANERIA & CHANDA
2013; REDDY & JOSE 2013; SIDDIQUE et al. 2013). Ja em relacéo a utilizacdo in vivo, Freitas
et al., (2017), trabalhando com a incluséo das folhas de Syzygium cumini L (0, 5 e 10 g/kg de
racdo) para galinhas poedeiras, observaram que os niveis 10 g/kg de racdo melhorou a
estabilidade lipidica e a cor da gema de ovo, sem prejudicar o desempenho, a qualidade do
albimen e da casca do ovo.

Dessa forma, a utilizacdo da Syzygium cumini L tem demostrado uma importante
acao antioxidante. Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a utilizagao
do extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L na racdo de postura sobre o desempenho

produtivo, qualidade de ovos e oxidacéo lipidica no organismo das aves.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Aquisicéo das folhas e preparagéo do extrato

As folhas da azeitona roxa (Syzygium cumini L) foram colhidas de julho-agosto de
2019, na Universidade Federal do Ceara. O material foi seco ao sol sobre uma lona pléstica por
72 horas. Depois de secas as folhas foram trituradas.

A preparacdo do extrato etandlico da folha foi realizada no Laboratério de Extracédo
de Produtos Naturais - localizado nas instalacdes do Setor de Avicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (UFC), pelo método de extracdo a frio utilizando
0 solvente organico etanol.

Inicialmente, o material triturado foi colocado em recipientes de vidro onde
permaneceu submerso em etanol por um periodo de sete dias a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi filtrado com ajuda de TNT (tecido nédo tecido) e submetido a evaporacéao
em evaporador rotativo (Evaporador Rotativo TE — 210®, Tecnal, Piracicaba, Brasil), a 50°C,
rotacdo de 60 rpm e pressdo reduzida para recuperacdo do solvente e obtencdo do extrato

etandlico. O solvente recuperado foi utilizado para re-extragdo por mais uma vez com as
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mesmas condi¢des da extracdo inicial. O extrato etandlico obtido foi acondicionado em
recipiente de vidro e identificado para posterior utilizagéo.

3.2.2 Determinacéo da capacidade antioxidante, atividade antioxidante total, fenolicos Totais

e composicao polifendlica do extrato etandlico das folhas da Syzygium cumini L

Foram retiradas aliquotas do extrato para avaliagdo da capacidade antioxidante,
atividade antioxidante total, determinacdo de compostos fenodlicos totais e composicao
polifendlica, onde o butilato de hidroxitolueno (BHT) foi utilizado como padréo.

A capacidade antioxidante do extrato foi avaliada pela capacidade de sequestro do
radical DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil), de acordo com o procedimento descrito por Brand-
Williams et al. (1995) e Rufino et al. (2007), sendo os resultados expressos em pg/mL, referente
a metade da concentracdo inibitéria maxima (IC50). A atividade antioxidante total (AAT) foi
determinada por meio de ensaio com o radical livre ABTS+ (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico)) e o resultado expresso em pM de capacidade antioxidante equivalente ao
trolox (TEAC) por g de extrato (MILLER et al., 1993). E a analise dos compostos fenolicos
totais foi realizada pelo método Folin-Ciocalteau, expresso em mg de equivalente de &cido
gélico (EqAG) por g de extrato (FOLIN & CIOCALTEAU, 1927; MUELLER-HARVEY,
2001) (Tabela 1).

Tabela 1- Capacidade antioxidante, atividade antioxidante total e compostos fendlicos do
extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L

Antioxidantes DPPH! IC50 ABTS? (uM
(ug/mL) TEAC/Q) Fendlicos totais (mg EQAG/Q)
BHT? 20,05 350,83
EEFAR? 21,00 295,51 99,40

! Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; ? Radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfnico); * Butilado
hidroxitolueno; # Extrato etanélico da folha da Syzygium cumini L.

A quantificagdo da composicgéo polifendlica foi feita por HPLC, conduzido em um
HPLC Agilent 1100, acoplado a um unico detector quadrupolo seletivo de massa (HP 1101;
Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha). A separacdo cromatografica de extratos
metanolicos foi conduzido usando uma coluna de fase reversa C18 Gemini (5 um) (250 x 4,6
mm 1.D.) Phenomenex (Aschaffenburg, Alemanha) de acordo com o método descrito por Maia

et al. (2018). Os resultados foram expressos em mg/g de extrato (Tabela 2).
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Tabela 2- Composicdo polifendlica do extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L

Compostos fenolicos mg/g
Quercetina-3-0O-galactoside 5,22
Isorhamnetina-3-O-rutinoside 6,21
Acido elagico 4,09

3.2.3 Experimento com aves

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA — UFC), localizado em Fortaleza, Brasil, sob nimeros 5328300919, os quais
estdo de acordo com os Principios Eticos da Experimentagio Animal adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da UFC em um galpao
convencional para criacdo de poedeiras alojadas em gaiolas de arame galvanizado (25 x 40 x
45 cm) com capacidade para 2 aves por gaiola dotadas de comedouro calha e bebedouro niple.

Foram utilizadas 336 poedeiras leves da linhagem Lohmann LS - Lite com 31
semanas de idade, peso médio de 1,491 kg e producdo de ovos de 96%. As aves foram
selecionadas, com base no peso e producdo de ovos, sendo distribuidas uniformemente nas
unidades experimentais, de modo que todas as repeticdes tivessem aves com pesos e produgédo
de ovos similares, conforme recomendac¢6es de Sakomura & Rostagno (2007).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e
seis repeticOes de oito aves cada. Os tratamentos aplicados foram constituidos por racées, sendo
duas racdes controle, negativo (sem adicao de antioxidante) e positivo (adicdo de BHT) e cinco
racdes com a inclusdo dos niveis de 200, 400, 600, 800, e 1000 mg/kg de racdo do extrato
etanolico da folha Syzygium cumini L.

A racdo controle negativo (Tabela 3) foi formulada de acordo com as exigéncias
nutricionais recomendadas pelo manual da linhagem e considerados os valores de composi¢édo
nutricional e energética dos ingredientes apresentados por Rostagno et al. (2017) com a
utilizacdo de um ingrediente inerte (areia lavada) na concentracdo de 1%. As demais ragoes
foram obtidas pela substitui¢cdo do inerte pelo BHT, para o tratamento controle positivo, e do
inerte pelo extrato etanolico da folha Syzygium cumini L. de acordo com o nivel proposto para
cada tratamento, para que todas as ra¢es fossem isonutrientes e isoenergéticas.

O periodo experimental foi de 126 dias divididos em 6 periodos com duracdo de 21

dias cada. O programa de luz utilizado foi de 16 horas de luz por dia, sendo 12 horas de luz
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natural e 4 horas de luz artificial. Durante o periodo experimental, os dados de temperatura e de
umidade relativa média do ar foram registrados por Dataloguer (HOBO®, Bourne, Estados
Unidos), sendo as médias de temperatura e umidade relativa do ar no galpédo, durante o periodo

experimental de 28,75°C e 63,55%, respectivamente.

Tabela 3- Composicéo e valor nutricional calculado da dieta controle

Ingredientes %
Milho 58,97
Farelo de soja 28,16
Calcério calcitico 9,18
Fosfato bicalcico 1,63
Oleo de soja 1,30
Sal comum 0,38
DL-Metionina 0,11
Suplemento vitaminico! 0,10
Suplemento mineral? 0,05
Inerte 0,10
Total 100,00
Composicdo calculada de energia e nutrientes

Energia metabolizavel, kcal/kg 2.750
Proteina bruta, % 17,00
Célcio, % 3,90
Fosforo disponivel, % 0,40
Saédio, % 0,17
Metionina dig. % 0,35
Metionina + cistina dig. % 0,60
Lisina dig. % 0,83
Treonina dig. % 0,60
Triptofano dig. % 0,19

* Composicao por kg de produto: Vit. A —9.000.000,00 UI; Vit. D3 — 2.500.000,00 Ul; Vit. E — 20.000,00 mg; Vit.
K3 -2.500,00 mg; Vit. B1 — 2.000,00 mg; Vit. B2 — 6.000,00 mg; Vit. B12 — 15,00 mg; Niacina — 35.000,00 mg;
Acido pantoténico — 12.000,00 mg; Vit. B6 — 8.000,00 mg; Acido félico — 1.500,00 mg; Selénio — 250,00 mg;
Biotina — 100,00 mg. 2 Composicdo por Kg do produto: Ferro — 100.000,00 mg; Cobre — 20,00 g; Manganés —
130.000,00 mg; Zinco — 130.000,10 mg; lodo — 2.000,00 mg.

3.2.4 Avaliacao do desempenho das aves

Na avaliacdo do desempenho das aves as varidveis analisadas foram: consumo de
racao (g/ave/dia), calculada pela diferenca da quantidade de racdo fornecida no inicio e final de
cada fase, sendo descontadas as sobras; producéo de ovos (%/ave/dia) obtida através do registro
diario da producdo de ovos por gaiola, sendo ao final de cada periodo e calculadas as

percentagens de postura por repeticdo; massa de ovo (g/ave/dia) obtida pela multiplicagéo do
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nameros de ovos produzidos e do peso médio do ovo de cada repeticdo no periodo; conversdo
alimentar (g de racdo/g de ovo); calculada a partir da relagdo dos dados de consumo de racéo

pela massa de ovo produzida para cada repeticdo por periodo

3.2.5 Avaliacao da qualidade interna e externa dos ovos frescos

A avaliacdo da qualidade dos ovos foi realizada por meio da gravidade especifica
(g/cmq), qualidade do albumen (unidade Haugh), porcentagem de gema, alblimen e casca (%),
espessura da casca (mm) e cor da gema do ovo.

Para determinacdo desses parametros, durante os periodos experimentais, um dia
por semana todos os ovos de cada parcela foram coletados, identificados e levados para o
Laboratorio de Avaliacdo da Qualidade de Ovos, localizado no Setor de Avicultura da UFC,
onde foram armazenados a temperatura de 21°C até o dia seguinte, quando foram pesados
individualmente em balanca semi-analitica, com sensibilidade de 0,01 g (Marte Cientifica™
Model AD1000, max. 1010g), para determinacdo do peso médio dos ovos. Terminada a
pesagem dos ovos, foram selecionados trés ovos por parcela que foram submetidos, em
sequéncia, as demais determinagfes conforme a etapas descritas a seguir.

Inicialmente a gravidade especifica dos ovos foi determinada conforme
procedimentos descritos por Freitas et al. (2004). Para obtencéo do peso do ovo no ar e na gua,
foi montado o sistema de pesagem dos ovos sobre balanca semi-analitica, com sensibilidade de
0,01g (Marte Cientifica™ Model AD1000, max. 1010g). Na sequéncia a qualidade do albimen
foi realizada com a determinacdo da unidade Haugh (HAUGH, 1937), onde os ovos foram
quebrados sobre uma superficie plana de vidro e com a utilizacdo de um micrémetro analdgico
de profundidade (Micrémetro analdgico Baxlo Haugh®, Baxlo Precision, Barcelona, Spain)
mediu-se a altura (mm) do albdmen denso, que juntamente com o peso do ovo foram aplicados
na equacdo: UH = 100 xlog(H — 1,7 x P37 + 7,6), onde: UH = unidades Haugh; H = altura
do albumen em mm e P = peso do ovo em g.

Logo apos, a gema foi separada o albimen e pesada em balanca semi-analitica, com
sensibilidade de 0,01g (Marte Cientifica™ Model AD1000, max. 1010g), sendo a sua
proporcao, obtido pela divisdo do peso da gema pelo peso do ovo, multiplicado por 100. A gema
foi avaliada quanto a cor, atraves da comparacao através do aplicativo Digital YolkFanTM. As
cascas dos ovos ap0s a quebra foram lavadas e postas para secar por 72 horas, e pesadas em
balanca semi-analitica, com sensibilidade de 0,01g (Marte Cientifica™ Model AD1000, max.

1010g), sendo a proporcéo de casca obtido pela divisdo do peso da casca pelo peso do ovo,
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multiplicado por 100. A proporcdo de albumen foi obtida por diferenca, onde: albimen =
100 — (propor¢do de gema + proporg¢ao casca).

Para determinar a espessura da casca foram realizadas medidas em trés regides:
polos maior e menor e regido equatorial dos ovos, com o uso de micrometro digital (Mitutoyo
Company, Kawasaki, Japdo) com divisdes de 0,01mm, e feito uma média dos valores obtidos.

3.2.6 Oxidacao lipidica do soro sanguineo, figado e segmentos do 6rgéao reprodutor

No final do periodo experimental foram selecionadas duas aves de cada repeti¢do
com base no peso corporal médio da parcela, identificadas individualmente, submetidas a coleta
de sangue por puncao da veia braquial usando agulhas esterilizadas e tubos ndo heparinizados.
As amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15 minutos em temperatura
ambiente.

O soro resultante (sobrenadante) foi armazenado em tubos de eppendorf de 1,5 ml
(eppendorf®) e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas a
-8°C até o momento das analises de oxidagdo lipidica. Em seguida, as duas aves foram
eutanasiadas por eletronarcose seguida de sangria de acordo com a Resolugdo Normativa
CONCEA n° 37 de 15 de fevereiro de 2018. Para coleta dos 6rgéos (figado, ovario, magno e
uteros) que foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas
a -8°C até o momento das analises de oxidag&o lipidica.

A oxidacdo lipidica no soro sanguineo foi determinada pela concentracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) segundo metodologia descrita por Draper
& Hadley (1990), onde foram adicionados, em tubos de eppendorf de 2,0 ml (eppendorf®),
250uL de soro seguido por 400uL de acido perclorico a 35% e aquecido no termomixer
(Eppendorf ThermoMixer C®, Eppendorf, Hamburg, Germany) por 1 hora (37°C). Logo ap6s
a mistura foi centrifugada (1400 G por 10 minutos), depois foi retirado 600uL. do sobrenadante
e adicionado a 200uL de 4cido tiobarbiturico (1,2%). Essa mistura foi aquecida em termomixer
(Eppendorf ThermoMixer C®, Eppendorf, Hamburg, Germany) por 30 minutos (95°C).

Em seguida, a solucdo foi resfriada em banho de gelo e a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro 700PLUS®, Femto, Séo Paulo, Brasil) a 535nm. A curva
padrdo foi obtida usando malonaldeido e os resultados obtidos foram expressos em nmol
MDA/mI de soro.

As amostras dos oOrgdos foram avaliadas através do meétodo de extracdo acido
aguosa (CHERIAN et al., 2002). Para isso, em um tubo Falcon de 15ml, foram pesados
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aproximadamente 2g dos 0rgdos devidamente homogeneizados e em seguida, foram
adicionados 6,75 ml de acido perclorico (3,86%) e 18,75ul de BHT (4,5%) sendo o conteudo
homogeneizado em Vértex por 1 minuto. Posteriormente os tubos foram centrifugados a 8500
rpm por 10 minutos.

O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro (Whatman n° 1) e depois, 1 ml do
filtrado foi colocado em tubo eppendorf de 2,0 ml (eppendorf®) e adicionando-se em seguida
1 ml de solucéo aquosa de TBA (20 mM). Os tubos foram aquecidos em aquecedor (Eppendorf
ThermoMixer C®, Eppendorf, Hamburg, Germany) por 30 minutos a 95°C. Em seguida para
reduzir a temperatura, os tubos foram colocados em banho de gelo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro (Espectrofotdbmetro 700PLUS®, Femto, Sdo Paulo, Brasil) a 531 nm. A
concentracdo de TBARS foi calculada através de uma curva padréo de malonaldeido (MDA) e

os resultados expressos em g de MDA/ kg de amostra.

3.2.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o “Statistical Analyses
System” (SAS, 2000). Os dados foram analisados a anélise de variancia segundo um modelo
inteiramente casualizado, e a comparacdo de médias entre todos os tratamentos pelo teste
Studant-Newman-Keuls (5%). Na sequéncia foram realizadas analises de regressdo linear e
quadraticas, considerando os dados dos tratamentos com a inclusdo do extrato para estimar o

nivel 6timo de incluséo.

3.3 Resultados e discussao

N&o foi observado efeito significativo dos tratamentos sobre os pardmetros de
desempenho consumo de racdo, producdo de ovos, peso do ovo, massa de 0vos e conversao
alimentar (Tabela 4). Por sua vez, na analise de regressdo observou-se efeito linear crescente
para 0 consumo de ragéo (y = 97,2675 + 0,0028x; R? = 0,82).

A disponibilidade de nutrientes para os processos de produ¢do como o desempenho
produtivo e a qualidade de ovos, é garantida pelo consumo de racdo dos animais. Sendo o
consumo de racdo, uma variavel importante no acompanhamento do desempenho de galinhas
poedeiras (FREITAS et al., 2017). Embora os dados de consumo de racdo referente aos
tratamentos que tiveram a inclusdo do extrato tenham apresentado comportamento linear

crescente, este aumento representou uma diferenca de apenas 1,86 g entre 0 menor e 0 maior
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nivel de inclusdo. Além disso, o teste de comparacdo de medias mostrou que a ingestdo foi
estatisticamente igual para todos os tratamentos, incluindo os tratamentos sem antioxidante e
com BHT, o que refletiu nos demais parametros de desempenho que também ndo diferiram.
Fatores que influenciam negativamente no consumo ou aproveitamento dos nutrientes podem
induzir a problemas de desempenho, visto que, prioritariamente, a producdo de ovos depende
do atendimento das exigéncias em energia, enquanto, as exigéncias em proteina e aminoacido
influenciam o peso do ovo (LEESON & SUMMERS, 1997).

Tabela 4 - Desempenho de poedeiras leves alimentadas com ra¢des contendo extrato etanolico
da folha da Syzygium cumini L
Consumo de Producéo de Massade  Converséo
racao 0VvO0S ovo (g) 0vo alimentar
(g/avel/dia)  (%/ave/dia) (g/ave/dia) (9/9)

Peso do

Rac0Oes
Sem Antioxidante 98,06 96,26 60,19 57,96 1,69
BHT?, 200 mg 99,27 94,88 61,33 58,20 1,70
EEFSC?, 200 mg 98,14 96,17 60,26 57,97 1,69
EEFSC, 400 mg 97,72 95,86 61,10 58,56 1,67
EEFSC, 600 mg 99,30 96,91 60,28 58,42 1,70
EEFSC, 800 mg 99,62 97,82 59,77 58,47 1,70
EEFSC, 1000 mg 100,00 96,72 60,99 58,98 1,69
p-valor
ANOVA3 0,5815 0,2419 0,1398 0,9199 0,7861
Regressao p-valor
Linear <0,0482 0,1649 0,9291 0,2662 0,5074
Quadratica 0,9195 0,5020 0,5348 0,9943 0,9600
EPM* 0,3706 0,3017 0,1733 0,2383 0,0061

1 BHT — Butilato de hidroxitolueno (antioxidante sintético); 2 EEFSC — Extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L; 3 ANOVA — Analise
de variancia, * EPM — Erro padrdo da média. Consumo de ragdo: 97,2675 + 0,0028x; R? = 0,82.

Dessa forma, considerando que as racgoes testadas nessa pesquisa foram formuladas
para ter os mesmos valores de energia metabolizavel, proteinas e aminoacidos e que ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos para o consumo de ragéo, é possivel inferir que a
inclusdo de até 1000 mg/kg de racdo do extrato da folha da Syzygium cumini L na ragdo de
postura ndo prejudicou o aproveitamento da energia e nutrientes da racdo, garantindo que a
percentagem de postura, 0 peso do ovo, a massa de ovo e a conversdo alimentar ndo fossem
influenciados .

Outros trabalhos também avaliaram a utilizacdo de extratos de plantas da mesma
familia (Myrtaceae) sobre os desempenho produtivo de galinhas poedeiras. Santos et al. (2020),

constataram que a adicdo de até 200 mg/kg de racdo do extrato da folha de araca-amarelo
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(Psidium cattleianum Sabine) n&o interferiu no consumo de ragéo, producdo de ovos, massa de
ovos e conversdo alimentar de poedeiras Isa Brown. Porém, Gultepe et al. (2020), observaram
aumento no consumo de ragdo, producao de ovos e massa de ovo de galinhas que receberam até
10 ml/L de &gua de extrato de murta (Myrtus communis L).

Em relacdo aos resultados de qualidade dos ovos (Tabela 5), ndo houve efeito
significativo para a gravidade especifica, unidades Haugh, porcentagens de albumen, gema e

casca, espessura de casca e cor da gema dos ovos avaliadas.

Tabela 5 — Qualidade interna e externa de ovos de poedeiras leves alimentadas com racoes
contendo extrato etandélico da folha da Syzygium cumini L

Ce;srs:clgf?gs Unidade Gema  Albumen Casca Espessura Cor da
(glem?) Haugh (%) (%) (%) casca (mm) Gema
Rac0Oes
Sem Antioxidante 1,09 90,50 26,84 63,24 9,89 0,36 5,17
BHT?, 200 mg 1,09 89,40 26,50 63,24 10,05 0,37 5,50
EEFSC2 200 mg 1,09 89,54 26,85 63,28 9,96 0,36 5,33
EEFSC 400 mg 1,09 89,28 26,27 63,47 9,88 0,35 5,33
EEFSC 600 mg 1,09 88,77 2726 6291 9,83 0,36 5,66
EEFSC 800 mg 1,09 89,58 26,97 62,87 10,04 0,31 5,17
EEFSC 1000 mg 1,09 89,25 2693 63,10 992 0,36 5,50
p-valor

ANOVA’ 0,0871 05401 0,3434 05265 0,4021 0,5817 0,5525
Regressao p-valor
Linear 0,1857 0,8732 10,3992 0,1576 0,7882  0,4775  0,8007
Quadratica 0,2589  0,5899 0,8804 0,4565 0,6242 0,5525 0,8339
EPM* 0,0002  0,2139 0,1153 0,0868 0,0307 0,0075 0,0758

1 BHT — Butilato de hidroxitolueno (antioxidante sintético); 2 EEFSC — Extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L; * ANOVA — Anélise
de variancia; * EPM — Erro padrdo da média.

Gultepe et al. (2020), avaliando o extrato de murta (Myrtus communis L), a qual
pertence a mesma familia da Syzygium cumini L, encontraram diferenca significativa na cor da
gema dos ovos dos animais que receberam 10 ml de extrato/L de agua, mas ndo observaram
efeitos nas demais variaveis de qualidade. Boonthium et al. (2010), avaliando a utiliza¢do do
extrato das folhas de goiabeira (Psidium guajava L), que também pertence a familia
(Myrtaceae), nos niveis de 0, 10, 20, e 30 mg/kg de racao de galinhas poedeiras, ndo constaram
efeitos significativos na qualidade de ovos. Por sua vez Martinez et al. (2020), observaram
aumento da cor da gema e melhora na qualidade externa dos ovos, por meio do aumento da
espessura da casca com a utilizacdo de folha da goiabeira nos niveis de 0,5, 10 e 15 g/kg na

racao de galinhas poedeiras com 27 semanas de idade.
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Os efeitos do uso de extratos vegetais no desempenho e qualidade de ovos de
galinhas poedeiras podem variar, principalmente no que diz respeito & composicdo dos
compostos fendlicos presentes, processamento, tipo de solvente utilizado, quantidade utilizada
(DENG et al., 2011), bem como a combinagdo com outros compostos, absorcao e transformacéo
metabolica (ABDEL-MONEIM et al., 2020). Além disso, a maioria dos compostos fenolicos
possuem baixa disponibilidade, pois estes sofrem véarios processos metabolicos no figado como
metilacao, glucuronidacéo e sulfatacdo apos ingestdo o que pode influenciar na resposta animal
(HU et al., 2019).

Os resultados da andlise oxidac&o lipidica do soro sanguineo, figado, ovario, magno
e Utero (Tabela 6), medidas através das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS),
mostraram que ndo houve diferencas significativas entre as racGes controle e aquelas que
tiveram a inclusdo do extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L. Também ndo foi
observado nenhum efeito significativo nas analises de regressées dos tratamentos de 200 a 1000
mg/kg de ragdo na inclusdo do extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L para oxidagado

lipidica nos diferente 6rgaos avaliados.

Tabela 6 — Oxidacdo lipidica do soro sanguineo, figado e segmentos do érgdo reprodutor de
poedeiras leves alimentadas com ragGes contendo extrato etandlico da folha da Syzigium cumini
L

Soro Figado Ovaério Magno Utero

TBARS! (nmol de (g de (g de (g de (g de
MDAZml) MDA/kg) MDA/kg) MDA/kg) MDA/kg)
Racoes
Sem Antioxidante 5,73 2,62 0,70 2,08 3,88
BHTS3, 200 mg 5,63 2,58 0,51 1,59 3,69
EEFSC*, 200 mg 5,56 2,75 0,55 1,62 4,00
EEFSC, 400 mg 5,66 2,51 0,54 1,64 4,03
EEFSC, 600 mg 5,57 2,62 0,47 1,81 3,99
EEFSC, 800 mg 5,63 2,77 0,51 1,73 3,98
EEFSC, 1000 mg 5,43 3,05 0,64 1,76 3,93
p-valor

ANOVA® 0,9956 0,8764 0,5377 0,6493 0,9807
Regressao p-valor
Linear 0,7274 0,3698 0,3472 0,5212 0,8328
Quadratica 0,6522 0,3022 0,2094 0,7518 0,5732
EPM® 0,1059 0,0987 0,0327 0,0750 0,1007

1 Substancias reativas ao &cido tiobarbiturico; 2 Malondialdeido; 3 BHT — Butilato de hidroxitolueno (antioxidante sintético); * EEFSC — Extrato
etandlico da folha da Syzygium cumini L, ® ANOVA — Anélise de variancia; ® EPM — Errp padréo da média.
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O extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L utilizado no presente estudo
apresentava em sua composic¢do polifenolica quercetina-3-O-galactosideo, isorhamnetina-3-O-
rutinoside e acido elagico nas quantidades de 5,22, 6,1 e 4,09 mg/g de extrato respectivamente
(Tabela 2). Como ja mencionado a atividade biolodgica dos compostos fendlicos depende
principalmente de sua biodisponibilidade. A absorcao, transporte, metabolismo e distribuigéo
destes nos tecidos sdo de grande importancia para o seu efeito protetor (SURAI, 2002;
HERVERT-HERNANDEZ et al., 2009; SURAI, 2014).

Uma vez ingeridos pelo animal, a quercetina e seus andlogos monoglicosideos sao
hidrolisados na parte superior do intestino delgado por beta-glicosidases e convertidas em uma
forma de aglicona que é facilmente absorvida nos enterdcitos através do transportador de
glicose dependente de sédio (SGLT1), resultando em uma biodisponibilidade relativamente alta
influenciando na resposta animal (RUPASINGHE et al., 2010; SAEED et al., 2017). Porém, os
metabdlicos de quercetina que se ligam a oligossacarideos ou polissacarideos como a
Isorhamnetina-3-O-rutinoside sdo absorvidos no intestino grosso como agliconas via
deglicosilacéo por enterobactérias. Desse modo, a absorcao é mais lenta e a biodisponibilidade
é menor (ULUSOY & SANLIER, 2020). Dessa forma, a falta de efeitos significativos para a
oxidacdo lipidica do soro sanguineo, figado e segmentos do 6rgdo reprodutor pode estar
relacionada ao fato de o extrato utilizado apresentar maior concentracao de isorhamnetina-3-O-
rutinoside, visto que esta apresenta baixa biodisponibilidade no organismo animal em relagéo
aos outros compostos fendlicos.

Além da baixa biodisponibilidade dos compostos fendlicos no sangue, a presenca
de constituintes diferentes dos normais existente no sangue tende a ser transitoria, uma vez que
a homeostasia sanguinea é fundamental para manter a saide normal dos animais, que adotaram
mecanismos fisioldégicos adequados para a manutencdo da homeostasia e assim regulam a
quantidade destes compostos no sangue.

Os resultados também demostram que as aves se encontravam em equilibrio
metabolico, ou seja, os sistemas de defesa antioxidante estavam agindo de forma eficiente, ndo
sendo exigido atuacdo de compostos antioxidantes de origem dietética. O possivel baixo grau
de ativacdo imunitério dos animais ndo induziram estas ao estresse oxidativo intenso, indicando
boa condicao de salde e respostas fisiologicas adequadas, confirmado pelo desempenho similar
entre as aves.

Boonthium et al. (2010), observaram diminui¢do dos valores de TBARS do soro
sanguineo das galinhas poedeiras que receberam 20 mg/kg de racdo de extrato das folhas de

goiabeira (Psidium guajava L). Resultados também encontrado por Aydin & Bolukbasi (2020),
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que verificaram diminuicdo dos valores de TBARS no soro sanguineo de poedeiras que
receberam 130 mg/kg de racdo de extrato de poejo (Mentha pulegium L) na racdo. Diferente
desses resultados, Volj¢ et al. (2013), ndo encontraram diferenga significativa na oxida¢ao
lipidica do figado de frangos de corte que foram alimentadas com ra¢6es contendo 3000 mg/kg
de racdo de extrato da madeira de castanha portuguesa (Castanea sativa Mill).

Embora ndo tenha resultados significativos sobre o desempenho produtivo,
qualidade de ovos e oxidacgdo lipidica no organismo das aves em postura, o extrato etanolico da
folha da Syzygium cumini L mostrou-se um promissor aditivo antioxidante nas racdes, porém
existe a necessidade de mais pesquisas para determinar o potencial da utilizacdo do extrato as
ragOes das galinhas poedeiras leves ao longo do ciclo de produgdo bem como em diferentes

condic¢des de manejo, incluindo fatores de estresse.

3.4 Conclusédo

A inclusédo de até 1000 mg/kg de extrato etanolico da folha da Syzigium cumini L
na racdo de postura ndo apresenta efeito adverso sobre o desempenho produtivo e a qualidade
de ovos e bem como ndo afeta a oxidacédo lipidica no sangue, figado e segmentos de 6rgao
reprodutor de poedeiras leves com idade de 31 a 49 semanas.
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4 QUALIDADE DE OVOS FRESCOS E ARMAZENADOS DE POEDEIRAS LEVES
ALIMENTADAS COM RAC}()ES CONTENDO EXTRATO ETANOLICO DA FOLHA
DE Syzygium cumini L

RESUMO

Obijetivou-se avaliar a utilizacdo do extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L na racéo
de postura sobre a qualidade e a estabilidade oxidativa de ovos frescos e armazenados. Para isso
336 poedeiras Lohmann LS — Lite, com 31 semanas de idade, foram distribuidas em um
delineamento inteiramente casualizado para receberam sete ragdes experimentais, sendo seis
repeticdes de oito aves cada. As racdes foram: sem adicdo de antioxidante (controle); com
adicdo de 200 mg/kg de racdo do antioxidante BHT e racGes com os niveis de 200, 400, 600,
800, e 1000 mg/kg de racdo do extrato etandlico da folha Syzygium cumini L. Ap6s 84 dias de
alimentacédo, os ovos provenientes dessas aves foram coletados para serem avaliados frescos e
armazenados por 28 dias sob temperatura ambiente. Foram determinados os indicadores de
qualidade interna e externa dos ovos, os fenolicos totais, capacidade e atividade antioxidante
(DPPH e ABTS) nos ovos e a oxidagdo lipidica (TBARS) na gema. Observou-se diminuicao da
qualidade dos ovos armazenados por 28 dias, e interacdo entre os fatores (racdes e tempo de
armazenamento) para fendlicos totais, onde verificou-se que 0s ovos das aves alimentadas com
as diferentes racGes apresentaram menor proporcdo de fendlicos com 28 dias de
armazenamento, e a quantidade de fenolicos nos ovos das aves alimentadas com a racdo sem
aditivo ou com BHT foram menores em relacdo ao das aves alimentadas com os niveis de
extrato, tanto nos ovos frescos quanto nos armazenados. Para DPPH e ABTS nos ovos, 0s
valores encontrados das aves alimentadas com racdo sem aditivo ou com BHT foram menores
em relacdo aos ovos das aves alimentadas com os diferentes niveis de extrato. Os valores de
TBARSs determinados nos ovos das aves alimentadas com a racdo sem aditivo foram maiores
em relagdo com BHT e os diferentes niveis de extrato, j& nos diferentes niveis de adicdo do
extrato na racdo, houve diferenca apenas entre os resultados com a dose de 1000 mg/kg em
relacdo as doses de 600 e 800 mg/kg. Tambeém se verificou efeito quadratico dos niveis de
extrato sobre os valores de TBARS com reducéo da oxidacéo lipidica até o nivel estimado de
571,43 mg do extrato/kg de racdo. Concluiu-se que o extrato etandlico da folha da Syzygium
cumini L na racdo de poedeiras leves aumenta a quantidade de fendlicos totais, DPPH e ABTS
dos ovos e reduz a oxidagdo lipidica das gemas em ovos frescos e armazenados por 28 dias,

sendo o nivel 6timo de inclusédo estimado em 571,43 mg do extrato /kg de racéo.
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Palavras-chaves: extratos vegetais; compostos fenolicos; capacidade antioxidante; oxidacdo

lipidica.



45

ABSTRACT

The objective was to evaluate the use of the ethanolic extract of the leaf of Syzygium cumini L
in the laying diet on the quality and oxidative stability of fresh and stored eggs. For this, 336
laying hens Lohmann LS — Lite, 31 weeks old, were distributed in a completely randomized
design to receive seven experimental diets, with six replications of eight birds each. The rations
were: without addition of antioxidant (control); with addition of 200 mg/kg of ration of the
antioxidant BHT and rations with the levels of 200, 400, 600, 800, and 1000 mg/kg of ethanolic
extract of the leaf Syzygium cumini L. After 84 days of feeding, the eggs from these birds were
collected to be evaluated fresh and stored for 28 days at room temperature. Indicators of internal
and external egg quality, total phenolics, antioxidant capacity and activity (DPPH and ABTYS)
in the eggs and lipid oxidation (TBARS) in the yolk were determined. There was a decrease in
the quality of eggs stored for 28 days, and interaction between the factors (rations and storage
time) for total phenolics, where it was verified that the eggs of birds fed with different diets had
a lower proportion of phenolics with 28 days of storage, and the amount of phenolics in the
eggs of the birds fed the diet without additive or with BHT were lower in relation to the birds
fed with the levels of extract, both in fresh and stored eggs. For DPPH and ABTS in eggs, the
values found for birds fed with feed without additive or with BHT were lower in relation to
eggs of birds fed with different levels of extract. The values of TBARS determined in the eggs
of the birds fed with the feed without additive were higher in relation to BHT and the different
levels of extract, since in the different levels of addition of the extract in the feed, there was
difference only between the results with the dose of 1000 mg/kg in relation to doses of 600 and
800 mg/kg. There was also a quadratic effect of extract levels on TBARS values with a
reduction in lipid oxidation up to the estimated level of 571.43 mg of extract/kg of feed. It was
concluded that the ethanolic leaf extract of Syzygium cumini L in the diet of laying hens
increases the amount of total phenolics, DPPH and ABTS in the eggs and reduces the lipid
oxidation of the yolks in fresh eggs and eggs stored for 28 days, being the optimal level of

inclusion estimated at 571.43 mg of extract/kg of feed.

Keywords: antioxidant capacity; lipid oxidation; phenolic compounds; plant extracts.
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4.1 Introducgéo

O ovo ¢é um alimento importante para a nutricdo humana, sendo considerado um
alimento completo, rico em proteinas, lipidios, vitaminas e minerais (SHANG et al., 2020).
Porém, existem desafios quanto a sua deterioragdo durante o armazenamento, pois este € um
alimento perecivel e comeca a perder sua qualidade interna imediatamente apds a postura
(MORALECO et al., 2019).

A gema do ovo contém grande quantidade de lipidios, principalmente acidos graxos
insaturados e polinsaturado (PUFA). Essa combinacdo favorece varias reagdes enzimaticas,
entre as quais, a oxidagdo lipidica é a principal responsavel para a perda do valor nutritivo,
limitando sua capacidade de conservacdo e consequentemente reduzindo a vida de prateleira
(GIAMPIETRO et al., 2008).

A adicdo dietética de aditivos com propriedades antioxidantes pode minimizar esses
efeitos negativos (SANTOS et al., 2020). A maioria das pesquisas sobre o uso de antioxidantes
tem sido realizada com a adicdo de produtos sintéticos como hidroxitolueno butilado (BHT) e
butilado hidroxianisol (BHA). Existem, porém, muitas controvérsias em torno do uso destes,
uma vez que tanto o BHT quanto o BHA apresentam propriedades cancerigenas nos humanos
(AL-HARTHI, 2014; MORALECO et al., 2019).

Com isso observa-se tendéncia para 0 uso de antioxidantes de fontes naturais, nos
quais podem ser usados como aditivos seguros nas dietas de galinhas poedeiras para manter a
salde animal e reduzir os efeitos adversos do armazenamento dos produtos animais, e melhoria
da saude humana devido principalmente aos efeitos funcionais dos compostos bioativos
vegetais (HUBER et al., 2012; NUNES et al., 2019; OLAWUWO et al., 2022).

A presenca destes compostos bioativos em plantas vem sendo bastante estudada,
Galamatis et al. (2021), observaram melhoria da estabilidade oxidativa de ovos de galinhas que
receberam Salvia-comum (Salvia officinalis L) em niveis de 0,5 e 1,0% na racdo das aves com
40 semanas de idade. Kothari et al. (2021) também encontraram aumento da estabilidade
oxidativa de ovos de poedeiras Hy-line marrom alimentadas com ragdes contendo extrato
fermentado da folha de pinheiro (Pinus densiflora) (0, 2,5 e 5 ml/kg de ragéo).

Ainda assim no Brasil, existe um déficit entre a diversidade da flora e a quantidade
de pesquisa desenvolvida, o que determina um elevado potencial de estudo nessa area. Dentre
as varias espécies de plantas, pesquisas tem demostrado que a Syzygium cumini L, conhecida
como azeitona roxa, jamboldo e jameldo, apresenta um grande potencial antioxidante
(CHAGAS et al., 2015).
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A atividade antioxidante das folhas da Syzygium cumini L, vem sendo investigadas
experimentalmente atraves de estudos in vitro (KSHIRSAGAR & UPADHYAY, 2009;
NAHAR et al., 2009; REDDY & JOSE, 2013; ESHWARAPPA et al., 2014; MARGARET et
al., 2015; KUMAR & KALAKOTI, 2015). Ruan et al. (2008), verificaram relacdo linear
significativa entre o potencial antioxidante, capacidade de eliminagdo das substancias reativas
ao oxigénio (EROS) e o conteido de compostos fendlicos de extratos das folhas.

Em animais de producéo, poucos trabalhos tem sido desenvolvidos com o uso dessa
planta. No entanto, Freitas et al., (2017), trabalhando com a incluséo das folhas secas e trituradas
(0, 5 e 10 g/kg) na dieta de galinhas poedeiras, observaram que os niveis 10 g/kg melhorou a
estabilidade lipidica e a cor da gema dos ovos, sem prejudicar o desempenho e a qualidade dos
0VO0s.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a utilizacdo do
extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L na racdo de postura sobre a qualidade e a
estabilidade oxidativa de ovos frescos e armazenados de poedeiras leves.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Aquisicéo das folhas e preparacao do extrato

As folhas da azeitona roxa (Syzygium cumini L) foram colhidas de julho-agosto de
2019, na Universidade Federal do Ceara. O material foi seco ao sol sobre uma lona pléstica por
72 horas. Depois de secas as folhas foram trituradas.

A preparacdo do extrato etanélico da folha foi realizada no Laboratorio de Extracdo
de Produtos Naturais - localizado nas instalacdes do Setor de Avicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (UFC), pelo método de extracao a frio utilizando
0 solvente organico etanol.

Inicialmente, o material triturado foi colocado em recipientes de vidro onde
permaneceu submerso em etanol por um periodo de sete dias a temperatura ambiente. Em
seguida, o material foi filtrado com ajuda de TNT (tecido ndo tecido) e submetido a evaporacao
em evaporador rotativo (Evaporador Rotativo TE — 210®, Tecnal, Piracicaba, Brasil), a 50°C,
rotacdo de 60 rpm e pressédo reduzida para recuperacdo do solvente e obtencdo do extrato

etandlico. O solvente recuperado foi utilizado para re-extracdo por mais uma vez com as
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mesmas condi¢des da extracdo inicial. O extrato etandlico obtido foi acondicionado em
recipiente de vidro e identificado para posterior utilizagéo.

4.2.2 Determinacdo da capacidade antioxidante, atividade antioxidante total, fenolicos totais

e composicao polifendlica do extrato etandlico das folhas da Syzygium cumini L

Foram retiradas aliquotas do extrato para avaliagdo da capacidade antioxidante,
atividade antioxidante total, determinacdo de compostos fendlicos totais e composicao
polifendlica, onde o butilato de hidroxitolueno (BHT) foi utilizado como padréo.

A capacidade antioxidante do extrato foi avaliada pela capacidade de sequestro do
radical DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil), de acordo com o procedimento descrito por Brand-
Williams et al. (1995) e Rufino et al. (2007), sendo os resultados expressos em pg/mL, referente
a metade da concentracdo inibitoria méaxima (IC50).

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada por meio de ensaio com 0
radical livre ABTS+ (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)) e o resultado
expresso em UM de capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC) por g de extrato
(MILLER et al., 1993).

A andlise dos compostos fenolicos totais foi realizada pelo método Folin-
Ciocalteau, expresso em mg de equivalente de acido galico - EQAG — por g de extrato (FOLIN
& CIOCALTEAU, 1927; MUELLER-HARVEY, 2001) (Tabela 7).

Tabela 7 - Capacidade antioxidante, atividade antioxidante total e compostos fenélicos do
extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L.

Antioxidantes DPPH! IC50 ABTS? (uM
(ug/mL) TEAC/Q) Fendlicos totais (mg EQAG/Q)
BHT? 20,05 350,83
EEFAR* 21,00 295,51 99,40

! Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; 2 Radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); 2 Butilado
hidroxitolueno; # Extrato etanélico da folha da Syzygium cumini L.

A quantificacdo da composicdo polifendlica foi feita por HPLC-ESI-MS, conduzido
em um HPLC Agilent 1100, acoplado a um Unico detector quadrupolo seletivo de massa (HP
1101; Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha). A separacdo cromatografica de extratos
metanolicos foi conduzido usando uma coluna de fase reversa C18 Gemini (5 um) (250 x 4,6
mm 1.D.) Phenomenex (Aschaffenburg, Alemanha) de acordo com o método descrito por Maia

et al. (2018). Os resultados foram expressos em mg/g de extrato (Tabela 8).
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Tabela 8 - Composicdo polifendlica do extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L.

Compostos fenolicos mg/g
Quercetina-3-0O-galactoside 5,22
Isorhamnetina-3-O-rutinoside 6,21
Acido elagico 4,09

4.2.3 Experimento com aves

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA — UFC), localizado em Fortaleza, Brasil, sob niUmeros 5328300919, os quais
estdo e esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal adotados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura da UFC em um galpao
convencional para criacdo de poedeiras alojadas em gaiolas de arame galvanizado (25 x 40 x
45 cm) com capacidade para 2 aves por gaiola dotadas de comedouro calha e bebedouro niplle.
Foram utilizadas 336 poedeiras leves da linhagem Lohmann LS - Lite com 31 semanas de idade
e peso médio de 1,491 kg e producdo de ovos de 96%. As aves foram selecionadas, com base
no peso e producao de ovos e distribuidas uniformemente nas unidades experimentais, de modo
que todas as repeticbes tivessem aves com pesos e producdo de ovos similares, conforme
recomendag0des de Sakomura & Rostagno (2007).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com sete tratamentos e
seis repeticOes de oito aves cada. Os tratamentos aplicados foram constituidos por racées, sendo
duas racdes controle, negativo (sem adicdo de antioxidante) e positivo (adicdo de 200 mg de
BHT) e cinco races com a inclusdo dos niveis de 200, 400, 600, 800, e 1000 mg/kg de racao
do extrato etandlico da folha Syzygium cumini L.

A racdo controle negativo (Tabela 9) foi formulada de acordo com as exigéncias
nutricionais recomendadas pelo manual da linhagem e considerados os valores de composi¢édo
nutricional e energética dos ingredientes apresentados por Rostagno et al. (2017) com a
utilizacdo de um ingrediente inerte (areia lavada) na concentracdo de 1%. As demais racoes
foram obtidas pela substituicdo do inerte pelo BHT, para o tratamento controle positivo, e do
inerte pelo extrato etandlico da folha Syzygium cumini L de acordo com o nivel proposto para
cada tratamento, para que todas as ra¢es fossem isonutrientes e isoenergéticas.

O periodo experimental foi de 126 dias divididos em 6 periodos com duracao de 21

dias cada. O programa de luz utilizado foi de 16 horas de luz por dia, sendo 12 horas de luz
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natural e 4 horas de luz artificial. Durante o periodo experimental, os dados de temperatura e de
umidade relativa média do ar foram registrados por Dataloguer (HOBO®, Bourne, Estados
Unidos), sendo as médias de temperatura e umidade relativa do ar no galpédo, durante o periodo

experimental de 28,75°C e 63,55%, respectivamente.

Tabela 9 - Composicéo e valor nutricional calculado da dieta controle.

Ingredientes %
Milho 58,97
Farelo de soja 28,16
Calcério calcitico 9,18
Fosfato bicalcico 1,63
Oleo de soja 1,30
Sal comum 0,38
DL-Metionina 0,11
Suplemento vitaminico! 0,10
Suplemento mineral? 0,05
Inerte 0,10
Total 100,00
Composicdo calculada de energia e nutrientes

Energia metabolizavel, kcal/kg 2.750
Proteina bruta, % 17,00
Célcio, % 3,90
Fosforo disponivel, % 0,40
Saédio, % 0,17
Metionina dig. % 0,35
Metionina + cistina dig. % 0,60
Lisina dig. % 0,83
Treonina dig. % 0,60
Triptofano dig. % 0,19

* Composicao por kg de produto: Vit. A —9.000.000,00 UI; Vit. D3 — 2.500.000,00 Ul; Vit. E — 20.000,00 mg; Vit.
K3 -2.500,00 mg; Vit. B1 — 2.000,00 mg; Vit. B2 — 6.000,00 mg; Vit. B12 — 15,00 mg; Niacina — 35.000,00 mg;
Acido pantoténico — 12.000,00 mg; Vit. B6 — 8.000,00 mg; Acido félico — 1.500,00 mg; Selénio — 250,00 mg;
Biotina — 100,00 mg. 2 Composi¢do por Kg do produto: Ferro — 100.000,00 mg; Cobre — 20,00 g; Manganés —
130.000,00 mg; Zinco — 130.000,10 mg; lodo — 2.000,00 mg.

4.2.4 Avaliacdo da qualidade dos ovos frescos e armazenados

No quinto periodo experimental, foram avaliadas a qualidade dos ovos submetidos
a dois periodos de armazenamento 0 e 28 dias. Para isso, todos os ovos produzidos de cada
repeticdo, foram coletados durante trés dias seguidos e 14 deles foram selecionados com base

no peso médio (sete para o tempo O e sete para 28 dias de armazenamento), tendo-se evitado 0s
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ovos quebrados, trincados ou sujos. Apo6s a selecdo e identificacdo, 0s ovos que seriam
analisados no tempo 28 dias de armazenamento foram acondicionados em bandejas de papelao
e armazenados sob temperatura ambiente, na qual, foi monitorada diariamente com o uso de um
termdmetro digital, onde foram registrados valores médios de 27,09 °C e 70,74% de umidade
relativa do ar.

Para viabilizar as metodologias de andlises, dos sete ovos armazenados por
repeticdo, trés foram utilizados para avaliacdo da qualidade interna e externa, dois para a
determinacédo da oxidacdo lipidica da gema e os outros dois para as analises de quantificacao
dos compostos fendlicos totais, avaliacdo da capacidade e atividade antioxidante dos ovos.

A avaliagdo da qualidade dos ovos frescos e armazenados foi realizada por meio gravidade
especifica (g/cm?®), qualidade do albimen (unidade Haugh), porcentagens de gema, alblmen e
casca (%), espessura da casca (mm) e cor da gema do ovo.

Para determinacdo desses parametros, os ovos de cada parcela foram levados para
o0 Laboratério de Avaliacdo da Qualidade de Ovos, localizado no Setor de Avicultura da UFC,
onde foi inicialmente avaliado a gravidade especifica dos ovos conforme procedimentos
descritos por Freitas et al. (2004). Para obtencao do peso do ovo no ar e na 4gua, foi montado o
sistema de pesagem dos ovos sobre balanca semianalitica (Marte Cientifica™ Model AD1000,
max. 1010g), com sensibilidade de 0,01g. Na sequéncia a qualidade do albumen foi realizada
com a determinacdo da unidade Haugh (HAUGH, 1937), onde os ovos foram quebrados sobre
uma superficie plana de vidro e com a utilizacdo de um micrémetro analégico de profundidade
(Micrémetro analégico Baxlo Haugh®, Baxlo Precision, Barcelona, Spain) mediu-se a altura
(mm) do albimen denso, que juntamente com o peso do ovo foram aplicados na equacdo: UH =
100 xlog(H — 1,7 x P37 + 7,6), onde: UH = unidades Haugh; H = altura do albimen em mm
e P = peso do ovo em g.

Logo apos, a gema foi separada o albimen e pesada em balanca semi-analitica, com
sensibilidade de 0,01g (Marte Cientifica™ Model AD1000, max. 1010g), sendo a sua
proporcao, obtido pela divisdo do peso da gema pelo peso do ovo, multiplicado por 100. A gema
foi avaliada quanto a cor, atraves da comparacao através do aplicativo Digital YolkFanTM. As
cascas dos ovos apos a quebra foram lavadas e postas para secar por 72 horas, e pesadas em
balanca semi-analitica, com sensibilidade de 0,01g (Marte Cientifica™ Model AD1000, max.
1010g), sendo a proporcao de casca obtido pela divisdo do peso da casca pelo peso do ovo,
multiplicado por 100. A proporcdo de albumen foi obtida por diferenga, onde: albimen =

100 — (proporgao de gema + proporg¢ao casca).
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Para determinar a espessura da casca foram realizadas medidas em trés regides:
polos maior e menor e regido equatorial dos ovos, com o uso de micrometro digital (Mitutoyo

Company, Kawasaki, Japao) com divisdes de 0,01mm, e feito uma média dos valores obtidos.

4.2.5 Oxidacdo lipidica da gema dos ovos frescos e armazenados

A oxidacdo lipidica da gema dos ovos foi avaliada por meio da determinacéo das
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) pelo método de extracdo acido aquosa,
com adaptacdes (CHERIAN et al., 2002). Em um tubo Falcon de 15 ml, aproximadamente 2 g
da amostra fresca foram homogeneizados por 1 minuto com 6,75 ml de acido perclérico (3,86%)
e 18,7 ul de BHT (4,5%). O homogeneizado foi filtrado e 1 ml foram transferidos para tubos de
Eppendorf (eppendorf®), juntamente com 1 ml de acido 2-tiobarbitarico (20 mM).

Essa mistura foi aquecida em termomixer termomixer (Eppendorf ThermoMixer
C®, Eppendorf, Hamburg, Germany), por 30 minutos (95°C). Em seguida, a solugéo foi
resfriada em banho de gelo e a leitura foi realizada em espectrofotometro (Espectrofotémetro
700PLUS®, Femto, S&o Paulo, Brasil), a 535nm.

A curva padrdo foi obtida usando malonaldeido e os resultados obtidos foram
expressos em g de malonaldeido / kg de gema.

4.2.6 Determinacdo dos compostos fenolicos totais, capacidade e atividade antioxidante dos

ovos frescos e armazenados

Para fazer as analises antioxidantes foi necessario inicialmente preparar o extrato
dos ovos desidratados (secos em estufa 55 °C por 72 horas), de acordo com Smet et al., (2006)
com algumas adaptacdes.

Em 1 g de ovo desidratado, foram adicionados 3 ml de agua destilada e em seguida
acrescentou 10 ml de metanol e procedida a homogeneizacao por 1 horaem Votex. Apés 1 hora
foi feita a centrifugacdo por 5 minutos a 5000 rpm, em seguida o conteudo foi filtrado em papel
filtro contendo sulfato de sodio.

A extracdo de fendlicos totais foi feita segundo Johnson et al. (2008), e a
quantificacdo de acordo com Genovese et al. (2008), com algumas adaptacdes. Em um tubos
de Eppendorf de 2,0 ml (eppendorf®) adicionou-se 0,125 ml do extrato do ovo, em seguida
misturou 0,125 ml de Folin-ciocauteau (10%) e 1 ml de agua destilada, a amostra foi agitada e

apos 3 minutos adicionou-se 0,125 ml de carbonato de sodio. Logo em seguida o conteudo foi
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incubado a 37 °C por 30 minutos no termomixer termomixer (Eppendorf ThermoMixer C®,
Eppendorf, Hamburg, Germany). Apds 30 minutos a leitura foi feita no espectrofotémetro
(Espectrofotobmetro 700PLUS®, Femto, Sdo Paulo, Brasil), a 750 nm. A quantificacdo foi
realizada com base na curva padrdo gerada com acido galico e os resultados expressos em
equivalentes de acido galico mgEAG/100g de amostra seca.

A capacidade antioxidante foi determinada utilizando o método de sequestro do
radical livre DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil), baseado na sua captura por antioxidantes e
produzindo um decréscimo da absorbancia. O método de DPPH foi realidade de acordo
Arabshahi-Delouee & Urooj (2007), com adaptac6es. No ensaio, 0,5 ml do extrato metanolico
do ovo foi misturada a 1,5 ml da solugdo de DPPH (6 x 10®° Mol/L), sendo mantido por 30
minutos a temperatura ambiente na auséncia de luz. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
(Espectrofotobmetro 700PLUS®, Femto, Sdo Paulo, Brasil), a 517nm).

A inibicéo (descoloracdo) do DPPH foi calculada como a percentagem relativa de
absorbancia da amostra no momento da leitura e comparada com o branco (somente radical
DPPH) usando a seguinte equacdo: % capacidade antioxidante DPPH = [(absorbancia
controle — absorbancia amostra) / absorbancia controle] * 100

A atividade antioxidante foi determinada por meio do ensaio ABTS (2,2’-azino-
bis(3-etilbenzotiazolin)6-acido sulfénico), realizada de acordo com Chen et al., (2011) com
adaptacdes. Inicialmente preparou-se o Radical ABTS+ no qual é produzido por meio da reacao
de ABTS 7 mmol/L com um volume igual de Persulfato de potassio 2,45 mmol/L. O sistema
foi mantido em repouso, a temperatura ambiente (25°C), durante 16 horas na auséncia de luz.
Uma vez formado o radical ABTS", o mesmo foi diluido com etanol e realizada a leitura da
absorbéncia até se obter um valor de 0,70 + 0,05nm a um comprimento de onda de 734nm.

A partir do extrato obtido dos ovos, um tubo de Eppendorf de 1,5 ml (eppendorf®)
adicionou-se 10 pl do extrato em seguida acrescentou 1 ml da solucédo diluida de ABTS" e
homogeneizou no vortex por 10 segundos e logo depois as amostras foram incubadas no escuro
por 6 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo a leitura foi realizada no
espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro 700PLUS®, Femto, Sdo Paulo, Brasil), a 734 nm.

A inibicdo (descoloragdo) do radical ABTS foi calculada como a percentagem
relativa de absorbancia da amostra no momento da leitura e comparada com o branco (somente
radical ABTS") usando a seguinte equagdo: ABTS (%) = absorbancia do controle —

absorbancia da amostra /absorbancia do controle x 100
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4.2.7 Andlise estatistica

As analises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando o “Statistical Analyses
System” (SAS, 2000), considerando-se 0 nivel de 5% de probabilidade para significancia em
todas as analises.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento ANOVA,
segundo um modelo inteiramente casualizado em esquema fatorial (7x2), sendo sete racdes
experimentais e dois 2 tempos de armazenamento dos ovos (zero e 28 dias de armazenamento).
A comparacdo das médias foi realizada pelo teste de Studant-Newman-Keuls (SNK).

Para determinar o melhor nivel de inclusdo do extrato etandlico da folha Syzygium
cumini L. nas rac6es, os dados obtidos com as ra¢fes que continham os diferentes niveis de

extrato foram submetidos a anélise de regressao polinomial.

4.3 Resultados e discussao

Conforme os resultados (Tabela 10), ndo houve interacdo significativa entre as
racbes e o tempo de armazenamento para nenhuma das variaveis de qualidade dos ovos.
Também se observou que a alimentacéo recebida pelas aves nao influenciou significativamente
a qualidade dos ovos, porém, houve efeito significativo do tempo de armazenamento nas
variaveis gravidade especifica, unidade Haugh, porcentagem de albumen, gema e cor da gema
(Tabela 4). Os ovos armazenados por 28 dias apresentaram diminui¢do da gravidade especifica,
unidade Haugh e porcentagem de albimen, assim como aumento na porcentagem e na cor da
gema.

Essas alteracdes estdo diretamente relacionadas aos efeitos do tempo e as condicdes
de armazenamento, ja relatados por varios pesquisadores. Com o passar dos dias de
armazenamento o albumen denso se torna liquefeito devido a reagdes quimicas que ocorrem em
seu interior com a entrada de oxigénio pelos poros da casca, 0 que leva a desestabilizagdo do
acido carbonico (H2COz) um dos componentes do sistema tampdo do albdmen, no qual se
dissocia para formar agua e dioxido de carbono (CO2). Em condic@es naturais o0 CO- se difunde
e evapora atraves dos poros da casca, reduzindo a proporcdo de albumen e a gravidade
especifica dos ovos. Esse processo também faz com que ocorram aumento do pH do albumen
e dissociacdo das proteinas lisozima e ovomucina, diminuindo a viscosidade e a altura do
albumen, cuja perda de qualidade serd medida com a reducdo da unidade Haugh (FEDDERN
etal., 2017; ARRUDA et al., 2019).
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Tabela 10 — Qualidade de ovos frescos e armazenados de poedeiras leves alimentadas com
racdes contendo extrato etanolico da folha da Syzygium cumini L
Gravidade
especifica
(g/cm?)

Espessura
da casca
(mm)

Cor da
gema

Unidade Albumen Gema Casca
Haugh (%) (%) (%)

RacOes

Sem antioxidante 1,070 71,09 60,91 29,39 9,70 0,32 6,33
BHT! 200 mg 1,070 71,20 61,73 2853 9,74 0,34 6,53
EEFSC2200mg 1,069 71,03 60,85 29,44 9,71 0,34 6,10
EEFSC 400 mg 1,070 71,04 61,95 28,38 9,67 0,32 5,51
EEFSC 600 mg 1,069 69,82 60,58 29,61 9,80 0,34 6,08
EEFSC 800 mg 1,070 69,01 61,03 29,14 9,83 0,29 5,99
EEFSC 1000 mg 1,068 69,21 61,73 28,67 9,60 0,35 6,12

Armazenamento
0 dias 1,087A 92,84A 63,72A 2654B 9,74 0,32 5,37B
28 dias 1,052B 47,84B 58,79B 31,51A 9,70 0,33 6,82A
ANOVA3 p-valor
Racdes 0,8951 0,4701 0,2482 0,3503 0,1836 0,2616  0,1150

Armazenamento  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4276 0,6487 <0,0001
RacOes*Armaze. 0,0864 0,1786 0,6309 0,5270 0,3132 0,9999  0,0754

Regresséo p-valor
Linear 0,9336 0,7933 0,7637 0,7784 0,8108 0,7516  0,6143
Quadrética 0,8598 0,9754 0,7576 0,8732 0,0523 0,2248 0,5354
EPM* 0,0020 2,4988 0,3213 0,3229 0,0244 0,0058 0,1234

1 BHT - Butilato de hidroxitolueno (antioxidante sintético); 2 EEFSC — Extrato etandlico da folha da Syzygium
cumini L; * ANOVA — Anélise de variancia;* EPM — Erro padrdo da média;
Na coluna, médias seguidas de letras maitsculas distintas idicam diferenca estatistica pelo teste SNK (P<0,05).

Por sua vez, a liquefacdo do albumen também resulta em agua ligada a moléculas
de proteinas que atravessam a membrana vitelinica por osmose, ocasionando um aumento da
gema (BARBOSA et al., 2008; PISSINATI et al., 2014). A reducédo da qualidade dos ovos em
fungéo do periodo de estocagem é linear, sendo significativamente mais acentuada nos ovos
mantidos em temperatura ambiente (BARBOSA et al., 2008; MENEZES et al., 2012).

Os resultados obtidos para as alteragdes nas caracteristicas dos ovos com o tempo
de armazenamento corroboram com os encontrados por Barbosa et al. (2008), Garcia et al.,
(2010), Lana et al., (2017) e Arruda et al. (2019), que também observaram diminui¢do da
unidade Haugh, porcentagem de albimen e aumento da porcentagem de gema de ovos com 0
passar dos dias de armazenamento.

A maior coloracdo da gema dos ovos que foram armazenados, pode estar

relacionada a oxidacdo proteica, pois segundo Sauveur (1993), em ovos armazenados por
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longos periodos de tempo, apresentam passagem de proteinas do albdmen para a gema, o que
pode levar a modificacdo de sua coloracdo por reacdes de oxidacdo proteica, visto que as
proteinas sdo o segundo substrato mais susceptivel a oxidacéo pelas EROS. Estes resultados
corroboram os relatos de Lee et al. (2016), que constataram gemas com coloragdo mais intensas
com o aumento do periodo de armazenamento, quando avaliaram a qualidade de ovos
armazenados entre 2 a 30 dias em trés diferentes temperaturas (2, 12 e 25 °C).

Na avaliacdo dos compostos fenolicos, capacidade e atividade antioxidante dos
ovos e oxidacdo lipidica da gema (Tabela 11), observou-se interacdo significativa entre os
fatores (ragdes e tempo de armazenamento) somente para fendlicos totais. Com relacdo aos
efeitos dos fatores analisados, observou-se que a capacidade antioxidante medida pelo método
DPPH, a atividade antioxidante medida pelo método ABTS e a oxidacdo lipidica avaliada pelo
método TBARS, foram influenciados isoladamente pelas racGes e pelo tempo de

armazenamento.

Tabela 11 — Fenolicos totais, capacidade antioxidante (DPPH), atividade antioxidante (ABTS)
de ovos e oxidacdo lipidica (TBARS) de gemas de ovos frescos e armazenados de poedeiras
leves alimentadas com ragdes contendo extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L

Fendlicos totais TBARS (g de
(mg EAG/100g de DF;/PH AE}TS malonalde(l'glo/kg
amostra) (%) (%) de gema)
Rac0Oes
Sem antioxidante 249,01 53,86D 20,51D 1,64A
BHT?! 200 mg 256,31 54,23D 20,56D 1,38B
EEFSC?2 200 mg 276,60 56,51C 21,29CD 1,28BC
EEFSC 400 mg 300,25 57,34BC 22,08BCD 1,20BC
EEFSC 600 mg 317,72 58,33B 22,65BC 1,13C
EEFSC 800 mg 332,92 59,07AB 23,59AB 1,11C
EEFSC 1000 mg 347,40 60,152 24,79A 1,39B
Armazenamento
0 325,21 61,342 23,32A 1,06B
28 269,13 52,80B 21,10B 1,54A
ANOVA3 p-valor
Racbes <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Armazenamento <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Racbes*Armaz. <0,0001 0,4897 0,8843 0,9813
Regressao p-valor
Linear - 0,0520 <0,0001 0,6186
Quadratica - 0,9658 0,6181 <0,0148
EPM* 5,1841 0,5600 0,2690 0,0384

1 BHT — Butilato de hidroxitolueno (antioxidante sintético); 2 EEFSC — Extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L; 3 ANOVA — Analise
de variancia; * EPM — Erro padrdo da média.

Na coluna, médias seguidas de letras maitsculas distintas idicam diferenca estatistica pelo teste SNK (P<0,05);
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No desdobramento da interacdo (Tabela 12), observou-se que 0s ovos das aves
alimentadas com as diferentes racdes apresentaram menor propor¢do de compostos fenolicos
ao final do periodo de 28 dias de armazenamento em temperatura ambiente. Considerando que
durante a estocagem, os ovos sofrem oxidacéo lipidica aumentando a concentragéo de produtos
primarios e secundarios da peroxidagio (SARACILA et al., 2017) e que a magnitude desse
evento esta diretamente relacionado a composicdo lipidica da gema e a transferéncia de
antioxidantes para os ovos (SHAHRYAR et al., 2010; SARACILA et al., 2017), pode-se inferir
que a reducdo na quantidade de compostos fendlicos com o tempo de armazenamento dos ovos
pode ser associada a sua utilizacdo nas rea¢des de prevencao dos processos oxidativos.

A reducdo dos fendlicos totais com o armazenamento dos ovos também tem sido
relatada por outros pesquisadores. Barbosa et al. (2011), observaram que ovos armazenados por
35 dias em temperatura ambiente (26,5 C) apresentaram concentracdo de fendlicos na gema
reduzida de 28,55 para 22,09 g/g. Omri et al. (2019), relataram que, tanto para os ovos do grupo
controle quanto para das aves que receberam alimentos ricos em compostos fendlicos nas
racdes, houve reducdo na quantidade de compostos fendlicos totais nos ovos com o
armazenamento. Shang et al. (2020), relataram que o contetdo de fendlicos totais dos ovos
diminuiu com o passar das semanas de armazenamento, sendo que a partir da quarta semana, o

contetdo fendlico diminuiu significativamente.

Tabela 12 — Desdobramento da interacdo para fendlicos totais (mg EAG/100g de amostra) de
ovos de poedeiras leves alimentadas com racGes contendo extrato etandlico da folha da
Syzygium cumini L

Dias de armazenamento

Rac0es 0 28
Sem antioxidante 265,22Ea 232,79Fb
BHT! 200 mg 274,83Ea 237,79Fb
EEFSC2 200 mg 293,95Da 259,25Eb
EEFSC 400 mg 327,41Ca 273,08Db
EEFSC 600 mg 352,77Ba 282,67Ch
EEFSC 800 mg 373,09Aa 292,75Bb
EEFSC 1000 mg 389,19Aa 305,60Ab
Regresséo p-valor
Linear <0,0001 <0,0001
Quadratica 0,0925 0,9054

1 BHT - Butilato de hidroxitolueno (antioxidante sintético); 2 EEFSC — Extrato etandlico da folha da Syzygium
cumini L.

Na coluna, médias seguidas de letras maitsculas distintas idicam diferenca estatistica pelo teste SNK (P<0,05);
Na linha, médias seguidas de letras mintsculas distintas indicam difereca estatistica pelo teste SNK (P<0,05).
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Quanto ao efeito das ragdes, no teste de medias (Tabela 12), se observou que a
quantidade de fenolicos totais nos ovos das aves alimentadas com a ragdo sem aditivo ou com
BHT ndo diferiram entre si e foram significativamente menores em relacdo ao das aves
alimentadas com os diferentes niveis de extrato, tanto nos ovos frescos quanto nos armazenados.
Em relacdo aos diferentes niveis de adi¢do do extrato na racao, observou-se aumento no teor de
fendlicos totais com o acréscimo da adicdo do extrato, com diferenca na resposta entre ovos
frescos e armazenados, apenas para os niveis de 800 e 1000 mg/kg de extrato na racdo. Nos
ovos frescos estes niveis ndo diferiram entre si, enquanto, nos armazenados por 28 dias a
suplementacdo de 1000 mg/kg do extrato na racdo resultou em maiores concentracdes de
fendlicos totais.

Por sua vez, na analise de regressdo, observou-se efeito linear crescente da
concentracdo de compostos fenolicos totais nos ovos com o acréscimo de extrato na racdo, tanto
para os ovos frescos (Y= 276,44 + 0,1181x; R? = 0,98) quanto para os armazenados por 28 dias
em temperatura ambiente (Y = 248,96 + 0,0562x; R? = 99).

Os compostos fendlicos na racdo podem ser depositados nos ovos, transportados
diretamente ou através de transformacdes no corpo das galinhas (SHANG et al., 2020). Assim
a maior proporcdo de compostos fenoélicos no ovo com o acréscimo de extrato na racdo pode
ser associada ao aumento destes na racdo. Na constituicao polifendlica do extrato das folhas de
Syzygium cumini L utilizado nesta pesquisa estdo presentes quercetina-3-O-galactosideo,
isorhamnetina-3-O-rutinoside e &cido elagico nas quantidades de 5,22, 6,1 e 4,09 mg/g de
extrato respectivamente (Tabela 8). A quercetina e seus metabolicos sao 0s que mais apresentam
lipofilicidade, sendo facilmente incorporados as membranas celulares, podendo ser
armazenados em vesiculas por apresentar uma estrutura polar, evitando assim que estes sejam
assimilados pela membrana, permanecendo maior tempo no organismo (BARREIROS et al.,
2006). Essas caracteristicas da quercetina e seu metabolitos podem contribuir para que haja
transferéncia dos compostos para gema, colaborando dessa forma no aumento dos compostos
fendlicos nos ovos.

Corroborando com esses resultados, Untea et al. (2020), verificaram aumento
significativo na concentragdo de fendlicos totais presentes na gema de ovos de poedeiras com
32 semanas de idade, que foram alimentadas com ragdes contendo 0,5% de folhas de mirtilo
(Vaccinium sect. Cyanococcus). Ja Benakmoum et al, (2013), relataram que ao adicionar casca
de tomate seco na racdo de poedeiras (3, 7, 10 e 13%) aumentou teores de fenolicos totais em

gema de ovo de galinhas poedeiras que receberam o aditivo na ragéo.
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Para capacidade antioxidante (DPPH), no teste de médias (Tabela 11), observou-se
que os valores determinados nos ovos das aves alimentadas com a ragdo sem aditivo ou com
BHT ndo diferiram entre si e foram significativamente menores em relacdo ao das aves
alimentadas com os diferentes niveis de extrato. Em relacdo aos diferentes niveis de adi¢do do
extrato na ragéo, os resultados indicaram aumento da capacidade antioxidante dos ovos com o
acréscimo do extrato. A dose de 200 mg/kg proporcionou resultado significativamente menor
em relacdo aos resultados obtidos a partir da dose de 600 mg/kg, enquanto, as doses de 400 e
600 mg/kg, proporcionaram resultados significativamente menores em relacdo a dose de 1000
mg/kg de extrato na racdo. Por sua vez, na andlise de regressdo, observou-se que nao houve
efeito significativo do acréscimo de extrato na ragdo sobre esta variavel.

Para atividade antioxidante (ABTS), no teste de médias (Tabela 11), se observou
que os valores determinados nos ovos das aves alimentada com a racdo sem aditivo ou com
BHT ndo diferiram entre si e foram significativamente menores em relacdo ao das aves
alimentadas com o extrato nas doses de 600, 800 ou 1000 mg/kg. Em relacdo aos diferentes
niveis de adicdo do extrato na racéo, os resultados indicaram aumento da atividade antioxidante
dos ovos com o acréscimo da adicdo do extrato, contudo, houve diferenca significativa apenas
entre os resultados obtidos com as doses de 200, 400 e 600 mg/kg em relacdo aos resultados
obtidos com as doses de 800 e 1000 mg/kg. Na andlise de regressdo, observou-se o efeito
significativo do acréscimo de extrato na racdo sobre a atividade antioxidante dos ovos (ABTS),
havendo aumento linear (Y = 20,323 + 0,0043x; R? = 0,98).

Na avaliacdo da oxidacao lipidica da gema medida pelo teor de TBARS (Tabela
11), observou-se que os valores determinados nos ovos das aves alimentada com a ragéo sem
aditivo foram significativamente maiores em relacdo ao das aves alimentadas com BHT e os
diferentes niveis de extrato. Por sua vez, os resultados obtidos com BHT né&o diferiram dos
obtidos com as doses de 200, 400 e 1000 mg/kg e foram significativamente maiores em relacao
aos obtidos com as doses de 600 e 800 mg/kg. Em relacdo aos diferentes niveis de adig¢do do
extrato na racdo, houve diferenca significativa apenas entre os resultados obtido com a dose de
1000 mg/kg em relagdo aos obtidos com as doses de 600 e 800 mg/kg.

Conforme a andlise de regressao, houve efeito significativo do acréscimo de extrato
na racdo sobre a oxidacao lipidica na gema dos ovos, observando-se efeito quadratico dos niveis
de extrato sobre os valores de TBARS (Y = 1,573 - 0,0016x + 0,0000014x?; R? = 0,84),
indicando reducdo da oxidacdo lipidica com o aumento do nivel de incluséo do extrato na ragéo,
atingindo um valor minimo com o nivel estimado de 571,43 mg do extrato/kg de racdo,

aumentando nos niveis subsequentes.



60

Considerando que em galinhas poedeiras 0s antioxidantes dietéticos s&o
preferencialmente depositados nos ovos, devido a manutengdo de nutrientes na gema ser um
fator importante para garantir a sobrevivéncia do embrido (LOETSCHER et al., 2014), pode-se
inferir que os efeitos da adicdo do extrato etandlico das folhas da Syzygium cumini L,
aumentando a capacidade e a atividade antioxidante e diminuindo a oxidagéo lipidica na gema
dos ovos, devem-se aos constituintes antioxidantes presentes no extrato que podem ser
transferidos para os ovos a partir da racdo. Esses resultados estdo de acordo com as observacoes
de outros pesquisadores (ALIZADEH et al., 2015; KARA et al., 2016; NUNES et al., 2019;
ABD EL-HACK et al., 2022; SHAHID et al, 2022), segundo os quais os aditivos alimentares
contendo compostos fendlicos, quando utilizados em ragdes de aves poedeiras, podem reduzir
os efeitos oxidantes e aumentar a vida util dos ovos armazenados.

As propriedades biologicas dos extratos vegetais obtidos de plantas da familia
Myrtaceae tem sido descrita na literatura, com destaque para atividade antioxidante, inibindo a
oxidagdo lipidica. Santos et al. (2020) observaram menores niveis de lipoperoxidagdo lipidica
e maior capacidade antioxidante total das gemas de ovos de galinhas Isa Brown que receberam
adicdo de até 200 mg do extrato da folha de araca-amarelo (Psidium cattleianum Sabine) /kg de
racdo. Bulbul et al. (2014), também observaram diminui¢do da oxidacdo lipidica da gema de
ovos de codornas de postura (Coturnix coturnix japonica) que foram suplementadas com até
1000 mg de 6leo de murta (Myrtus communis L) /kg de racdo. Por sua vez, Freitas et al. (2017),
observaram que a inclusdo das folhas secas e trituradas de Syzygium cumini L (0, 5 e 10 g/kg)
na racao de galinhas poedeiras reduziu a oxidacao lipidica nas gemas dos ovos, com melhor
resultado para o nivel 10 g/kg.

Como foi descrito anteriormente, o extrato utilizado possuia na sua constituicao
polifendlica quercetina-3-O-galactosideo, isorhamnetina-3-O-rutinoside e acido elagico
(Tabela 8). A propriedade mais bem descrita da quercetina e seus analogos € a capacidade de
doar elétrons devido a presenca de um grupo hidroxila fendlico. Esta propriedade é essencial
para exercer atividade antioxidante na eliminacdo das EROS, como anions superoxido, radicais
peridroxil e radical peroxila lipidicos propagadores de cadeia, ou seja, atua desde a inibi¢do da
iniciacdo da oxidacdo lipidica até a prevencao da propagacdo em cadeia (LAKHANPAL &
RAI, 2007; MURAKAMI et al., 2008). Além disso, o acido elagico pode ser continuamente
regenerado apds a eliminacgéo de dois radicais livres, um peroxil e um superdxido por ciclo. Isso
aumenta os efeitos protetores do 4cido elagico em baixas concentragdes, 0 que torna um potente
antioxidante (RIOS et al., 2018).
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Os beneficios da adicdo do extrato através da sua acdo antioxidante foram
demonstrados, contudo, o fato de que a oxidacéo lipidica na gema pode aumentar em niveis
superiores a 571,43 mg/kg, evidencia um efeito pro-oxidante. Segundo Abd El-Hack et al.
(2022), os fenolicos da dieta podem ser pro-oxidativos e citotdxicos em altas doses sob certas
condicBes, pois as propriedades pro-oxidantes desses compostos dependem de vérias fatores,
entre 0s quais, a classe fendlica, seus niveis de concentracdo e caracteristicas de solubilidade.
Nesse contexto, o efeito pro-oxidativo da elevacdo dos niveis de compostos fendlicos na ragédo
de poedeiras também tem sido relatado por outros pesquisadores. Braz et al. (2019), observaram
que o nivel de 0,75% de liquido da castanha de caju natural rico em &cidos anacardicos resultou
em menores valores de TBARS nas gemas, indicando efeito antioxidante, enquanto, o nivel de
1% aumentou os valores de TBARS nas gemas, demonstrando o efeito pro-oxidante.

Em relacdo aos efeitos do tempo de armazenamento (Tabela 5), observou-se que a
capacidade e atividade antioxidante dos ovos reduziu, enquanto, a oxidag&o lipidica das gemas
aumentou com armazenamento dos ovos por 28 dias em temperatura ambiente. Como ja
mencionado as rea¢des oxidativas nos ovos vao ocorrer durante o armazenamento aumentando
a quantidade de compostos da peroxidacdo, como o malonaldeido, contribuindo para maior
valor de TBARS (SARACILAet al., 2017). Na tentativa de evitar as reacdes de peroxidaco os
compostos fenolicos presentes nos ovos sdo utilizados como antioxidantes, reduzindo a sua
concentracdo nos ovos, afetando negativamente a atividade e a capacidade antioxidante dos
ovos armazenados, Visto que ja estd demonstrado que essas caracteristicas sdo diretamente
influenciadas pela quantidade e tipo de compostos antioxidantes que estdo presentes nos ovos
(ABD EL-HACK et al., 2022).

Os resultados obtidos para o efeito do tempo de armazenamento sobre essas
variaveis estdo de acordo com relatos encontrados na literatura, uma vez que Omri et al. (2019),
relataram que, tanto para os ovos do grupo controle quanto para das aves gque receberam
alimentos ricos em compostos fendlicos nas ragdes, houve reducdo na atividade e capacidade
antioxidante dos ovos com o seu armazenamento, sendo esse efeito associado a reducdo de
compostos fendlicos com o armazenamento dos ovos.

Os resultados obtidos na presente pesquisa evidenciaram que a adicdo do extrato
etanolico da folha da Syzygium cumini L contribuiu para aumentar a quantidade de compostos
fenolicos totais nos ovos, aumentando a atividade e capacidade antioxidante e reduzindo a
oxidacdo lipidica, tanto nos ovos frescos como nos armazenados por 28 dias em temperatura
ambiente. Todavia, vale destacar que a adi¢do do extrato foi capaz de reduzir os efeitos nocivos

do tempo de armazenamento uma vez que foi possivel obter melhores indicadores para
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concentragOes de fendlicos totais, capacidade e atividade antioxidante e oxidacao lipidica das
gemas quando comparados com os resultados da ragdo sem aditivo ou com BHT.

Certamente, 0os compostos com atividade antioxidante presentes no extrato
etanolico Syzygium cumini L foram transferidos para os ovos, visto que em varios estudos tem
sido demonstrado a presenga em ovos dos compostos fendlicos adicionados nas ragdes das
poedeiras, sendo que a quantidade nos ovos embora seja menor, algumas vezes, apresenta uma
relacdo de proporcionalidade com nivel da adicdo na racdo. Todavia, existem variacdes no
metabolismo dos compostos fendlico das racdes em funcéo de suas caracteristicas quimicas,
interagdes com os outros componentes da ragao e o tipo de ave (ABD EL-HACK et al., 2022),
podendo influenciar nos seus efeitos sobre as aves e, também, na proporcionalidade da
transferéncia dos compostos presentes no extrato para os produtos. Nesse contexto, a
transferéncia dos compostos majoritarios presentes no extrato etanélico Syzygium cumini L

podera ser comprovada e quantificada em novos estudos.

4.4 Concluséao

O extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L na racdo de poedeiras leves
aumenta a quantidade de compostos fendlicos, a capacidade e atividade antioxidantes dos ovos
e reduz a oxidacdo lipidica das gemas em ovos frescos e armazenados por 28 dias, sendo o nivel

6timo de inclusdo estimado em 571,43 mg do extrato/kg de racao.
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5 CONSIDDERACOES FINAIS

Diante dos resultados encontrados neste trabalho, pode-se inferir que o extrato
etanolico da folha da Syzygium cumini L pode ser utilizado como antioxidante natural na
alimentacdo de poedeiras leves, sem apresentar prejuizos ao desempenho produtivo e a
oxidacao lipidica no organismo das aves.

Foi constatado que o extrato utilizado na ragcdo aumenta a quantidade de compostos
fenolicos, a capacidade e atividade antioxidantes dos ovos frescos e armazenados por 28 dias
em temperatura ambiente. Observa-se ainda que o extrato pode ser utilizado para diminuir a
oxidacao lipidica nas gemas de ovos, porém no nivel 6timo de inclusdo estimado em 571,43 mg
do extrato /kg de racdo, pois, em inclusGes maiores que essa, podem ocasionar efeito pro-
oxidante, o que foi evidenciado no atual estudo, visto que houve um aumento na oxidacao
lipidica das gemas nos niveis acima.

Dessa forma, o extrato etandlico da folha da Syzygium cumini L, possui grande
potencial para uso na racdo de poedeiras leves devido as suas propriedades funcionais e como

substituinte de antioxidantes sintéticos que sao deletérios a saude humana e animal.
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