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LIQUIDO DA CASTANHA DE CAJU COMO FONTE DE ACIDO
ANACARDICO NA ALIMENTAGAO DE POEDEIRAS COMERCIAIS

RESUMO GERAL - A pesquisa teve como objetivo avaliar os pardmetros bioquimicos
do sangue, a atividade enzimética, a peroxidacdo lipidica do figado e de tecidos do
sistema reprodutor (ovario, magno e Utero), assim como o desempenho e a qualidade
dos ovos de poedeiras comerciais alimentadas com racdo contendo o liquido da castanha
de caju (LCC). Um total de 216 poedeiras comerciais Hisex White foi distribuido ao
acaso em seis tratamentos, com seis repeticdes de seis aves. Os tratamentos consistiram
em: ragdo sem promotor de desempenho (PD); racdo com PD e ragdes sem PD e adigdo
de niveis crescente de LCC (0,25; 0,50; 0,75 e 1,00%). A adi¢do de LCC na ragéo nao
influenciou nos pardmetros bioquimicos do sangue (&cido Urico, creatinina, alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase, colesterol total, HDL, LDL e
triglicerideos), na atividade enzimética (superoxido dismutase e grupos sulfidrilicos
ndo-protéicos) nos orgdos (figado, ovario, magno e Utero), na peroxidacdo dos lipideos
do soro sanguineo, figado, magno e Utero, nas variaveis de desempenho e nas
caracteristicas dos ovos. No entanto, os niveis de 0,75% e 1,000 de LCC
proporcionaram menor valor de TBARS no ovario das aves, enquanto, o tratamento sem
promotor de desempenho proporcionou maior valor. A cor da gema pelo leque
colorimétrico foi superior para os tratamentos sem o PD e com 0,75% de LCC na ragdo
e inferior no tratamento com PD. Pela andlise de regresséo, houve efeito quadratico
significativo dos niveis de inclusdo de LCC sobre a coloracdo da gema medida pelo
leque colorimétrico da DSM, com o melhor nivel estimado para 0,62%. O componente
de cor a* foi superior no nivel de 0,50% de LCC, enquanto o tratamento com o PD
obteve o menor valor. Foi observado efeito quadratico na oxidacéo lipidica na gema do
0vo recém-posto, atingindo o minimo de 0,58% de LCC na ragdo. Na comparagéo entre
as médias o nivel de 0,75% de LCC apresentou menor valor de TBARS, enquanto 0s
tratamentos com PD, sem PD e com o nivel de 1,00% de LCC apresentaram maiores
valores de TBARS. A adicdo de até 1% do LCC, como fonte de &cido anacardico na
racdo das poedeiras, ndo influencia os pardmetros bioquimicos do sangue, a atividade
das enzimas superoxido dismutase (SOD) e grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH)
no figado, ovario magno e Gtero, o desempenho e a qualidade de ovos, mas melhora a

cor da gema e, a partir da inclusdo de 0,75% de LCC, reduz a peroxidacdo lipidica no
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ovério, sendo o nivel de 0,75% de LCC efetivo em reduzir a oxidacdo lipidica das

gemas frescas.

Palavras — chave: acido organico, antioxidante natural, desempenho, oxidacéo lipidica
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CASHEW NUT SHELL LIQUID AS A SOURCE OF ANACARDIC ACID IN
FEEDS LAYING HENS

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the blood biochemical
parameters, the enzymatic activity, lipid peroxidation of liver and tissues of the
reproductive system (ovary, magnum, and uterus), as well as the effects of adding the
cashew nut shell (CNSL) in the diet of laying hens on performance, quality and stability
of lipid eggs. A total of 216 Hisex White commercial laying hens were distributed
randomly into six treatments, with six replicates of six birds. Treatments consisted of a
diet without performance promoter (PP); a diet with PP; and diets without PP, with
addition of increasing levels of CNSL (0.25, 0.50, 0.75, and 1.00%). Addition of CNSL
to the diet did not affect the blood biochemical parameters (uric acid, creatinine, alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase, total cholesterol, HDL cholesterol, LDL
cholesterol, and triglycerides), in the enzymatic activity (superoxide dismutase and non-
protein sulfhydryl groups) in the organs (liver, ovary, magnum and uterus), in the
peroxidation of lipids from the blood serum, liver, magnum and uterus, in the
performance variables and characteristics of eggs. However, the levels of 0.75% and
1.00% CNSL provided a lower TBARS content in the birds’ ovary, whereas the
treatment without the growth promoter provided a higher value. The color of the yolk
was superior to treatment with and without PP CNSL 0.75% in the feed in the bottom
and PP treatment. Regression analysis showed a significant quadratic effect of dietary
inclusion of CNSL on yolk color measured color fan, with the best estimated level to
0.62%. The color component a* was superior level of 0.50% CNSL, while treatment
with PP had the lowest value. Quadratic effect was observed in lipid oxidation in the
yolk of the egg station recently, reaching a minimum of 0.58% in the feed LCC.
Comparing the average level of 0.75% of CNSL showed the lowest TBARS, while
treatments with PP, without PP and the level of 1.00% of LCC had higher TBARS.
Addition of up to 1% of the CNSL as a source of anacardic acid in the laying hen diets
does not influence their blood biochemical parameters, the activity of the superoxide
dismutase enzyme and non-protein sulfhydryl groups in the liver, ovary, magnum, and
uterus, but improves the color of egg yolk and that the level of 0.75% of CNSL is

effective in reducing lipid oxidation in the ovary and fresh gems.

Keywords: Organic acid, natural antioxidant, performance, lipid oxidation
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CONSIDERAGCOES INICIAIS

Os antibi6ticos, utilizados com finalidades de melhorar o desempenho animal, tém
a eficcia econdbmica baseada na melhora na produtividade e redugdo dos custos de
producdo, garantindo o sucesso da inddstria avicola. Entretanto, a pressdo de alguns
mercados consumidores, que questionam a seguranga do uso desses aditivos na
alimentacdo animal e seus possiveis impactos na satde do consumidor, tem levado a se
repensar o uso de antibi6ticos na alimentacdo animal.

Normalmente, a retirada dos antibi6ticos promotores de desempenho de uma dieta
acarreta aumento nos custos de producdo, decorrente de uma piora na conversao
alimentar. Visto que, os patdgenos causadores de enfermidades propiciam perda de
produtividade, aumento da mortalidade e contaminagdo de produtos avicolas destinados
ao consumo humano e a necessidade em atender ao mercado consumidor, varias
pesquisas estdo sendo realizadas em busca de produtos alternativos que possam
substituir os antibidticos na alimentagcdo animal sem causar perdas de produtividade,
possibilitando o desenvolvimento de aves mais saudaveis (Penz et al., 1993). Uma
alternativa seria o uso de aditivos naturais com propriedades semelhantes aguelas dos
sintéticos, com eficacia comprovada e resultados econémicos satisfatorios.

O Brasil é conhecido mundialmente por sua biodiversidade e a importancia das
plantas aqui encontradas para a producéo de farmacos com diferentes aplicagBes. Nesse
contexto, destaca-se o liquido da castanha de caju (LCC), composto rico em lipideos
fendlicos ndo-isoprenoides de origem natural, onde cerca de 90% de sua composigdo é
de &cido anacérdico (derivado do é&cido salicilico) e alquilresorcingis (cardodis e
cardandis) (Mazzetto et al., 2009).

O 4cido anacardico vem sendo estudado e os relatos encontrados na literatura
indicam que este composto apresenta varias atividades biologicas, como atividade
antitumoral (Kubo et al. 1993a), atividade inibidora seletiva contra bactérias gram-
positivas (Kubo et al., 1993b) e contra Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus
(Kubo et al., 2003), atividade antioxidante na prevengdo dos danos oxidativos na
mitocondria do figado (Toyomizu et al., 2000) e inibi¢do da geracdo dos superoxidos e
atividade da xantina oxidase (Trevisan et al., 2006). Para uso na avicultura, Toyomizu
et al. (2003) demonstraram efeito benéfico do acido anacérdico na prevengao das lesdes

provocadas pela coccidiose. Entretanto, ainda ndo se conhece a viabilidade de uso e 0s
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efeitos desse acido orgénico no desempenho zootécnico das aves, na utilizacdo dos
nutrientes da rag&o e na qualidade da carne e dos ovos.

Assim, no primeiro capitulo desse trabalho, apresentamos uma revisdo de
literatura sobre os aditivos antimicrobianos, acidos organicos, antioxidantes e
consideracOes gerais sobre o liquido da castanha de caju (LCC). No segundo capitulo,
apresenta-se um estudo dos pardmetros bioquimicos do sangue, assim como, a atividade
enzimética e a peroxidacdo lipidica do figado e tecidos do sistema reprodutor (ovario,
magno e Utero) de poedeiras comerciais alimentadas com racdo contendo o LCC. No
terceiro capitulo é apresentado um estudo dos efeitos da inclusdo LCC na racéo de

poedeiras comerciais sobre o desempenho e a qualidade dos ovos.
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INTRODUCAO

Os antibidticos vém sendo usados como promotores de desempenho na
alimentacdo de aves ha muitos anos. Entretanto, nos Gltimos anos seu uso vem sendo
questionado, a ponto de alguns paises exigirem a retirada desses aditivos da racdo das
aves. Nessa nova condicdo, para a produgdo de aves, a industria de aditivos tem buscado
e propostos muitas solugbes, sendo o uso de aditivos naturais uma das mais
promissoras.

A planta Anacardium occidentale L., pertencente a familia Anacardiaceae, €
conhecida popularmente como cajueiro. E originaria do Brasil, e utilizada na medicina
tradicional, principalmente no nordeste brasileiro com efeitos terapéuticos. Esta planta
tem sido amplamente utilizada na medicina popular no Brasil, india e Africa por tratar
inflamagOes, doengas gastrointestinais e hipertenséo arterial (Carvalho et al., 2011).
Diversos estudos avaliaram os efeitos bioldgicos e o potencial farmacéutico de extratos
de cajueiro. Melo et al. (2006) confrontaram o extrato da casca do caule de Anacardium
occidentale L. com trés espécies de Streptococcus isoladas de biofilme dental,
concluindo que o extrato pode ser usado terapeuticamente na odontologia como agente
antibacteriano. Gongalves et al. (2005) avaliaram a atividade antibacteriana com extrato
da castanha do caju frente a 10 linhagens de bactérias em que 4 (Proteus mirabilis,
Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. Coagulase) foram
sensiveis ao extrato, e as demais (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp., Pseudomonas
aeruginosa) se apresentaram resistentes ao extrato da castanha do caju.

Durante o processo industrial de obtengéo da castanha de caju para a obtencéo da
améndoa, € isolado um liquido viscoso chamado liquido da castanha de caju (LCC). O
LCC apresenta compostos polifuncionais que tem grande aplicacdo na inddstria de
inseticidas, germicidas, fungicida, antioxidantes, material de atrito e plastificantes
(Carvalho et al., 2011). Porém, é considerado um subproduto de agronegécio do caju,
de baixo valor agregado.

O LCC representa cerca de 25% do peso da castanha, e é uma das fontes mais
ricas em lipideos fendlicos ndo-isoprendides, sendo o principal o &cido anacardico. Nos
ultimos anos, o 4cido anacardico tem sido estudado por possuir uma série de atividades
bioldgicas, tais como: atividade antitumoral, antiacne, moluscocida, habilidade em

inibir as enzimas tirosinase, prostaglandina sintase e lipooxigenase, além de possuir
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atividades antimicrobiana e antioxidante, o que o torna uma possivel fonte natural para
ser utilizado na nutricdo animal (Himejima e Kubo, 1991; Prithiviraj et al., 1997;
Paramashivappa et al., 2001; Correia et al., 2006; Trevisan et al., 2006; Morais et al.,
2010).

Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da adicdo de
liquido da castanha de caju (LCC) como fonte de &cido anacérdico na racdo de

poedeiras comerciais.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Aditivos antibioticos promotores de desempenho

Os aditivos antibidticos sdo os promotores de desempenho e de eficiéncia
alimentar de uso mais generalizado na producdo animal. Esses produtos tém sido
utilizados na industria avicola durante décadas como melhoradores de desempenho,
com os objetivos de incrementar a produtividade e promover a salde dos animais
criados sob condicbes cada vez mais intensivas (Cromwell, 1991; Yegani e Korver,
2008).

A descoberta do beneficio do uso de antibiéticos como promotores de
desempenho ocorreu nos anos 50, quando os pesquisadores observaram que adicdo de
antibioticos em doses subterdpicas minimizava os efeitos adversos provocados pelo
estresse, pelas mas condicOes sanitarias e pelas criagbes em altas densidades de
alojamento. Os efeitos benéficos do uso dos antibidticos como melhoradores de
desempenho asseguravam uma maior produtividade, melhorava o desempenho, a
eficiéncia na utilizacdo das dietas, a salde e a resisténcia a doengas e reduzia a
mortalidade. Assim, o0s antibioticos, até entdo utilizados exclusivamente para o
tratamento de infecgOes, passaram a ser utilizados na alimentacdo animal para manter a
qualidade do trato gastrintestinal e foram denominados de promotores de desempenho
ou de melhoradores de desempenho (Montagne et al., 2003).

Os modos de acdo dos antibidticos promotores de desempenho ndo estdo
completamente esclarecidos, porém sabe-se que a a¢do dos antibidticos ocorre ao nivel
do lumen intestinal, exercendo ali sua funcéo primordial. Dessa forma, de acordo com
Mellor (2000), o Unico aspecto de concordancia entre os pesquisadores é que oS
antibiéticos agem sobre a microbiota como bactericidas (promovendo a morte do
agente) ou bacteriostaticos (promovendo a parada do seu crescimento e reproducéo).

Depois de muitos anos, o uso constante dos aditivos antibioticos passou a ser visto
como fator de risco para a saide humana. As principais contestacdes em relacdo ao uso
desses aditivos estdo relacionadas com potenciais impactos na saude publica,
principalmente no que se refere: a) a presenca de residuos dos proprios aditivos ou seus
metabolitos nos produtos de origem animal (carne, leite ou ovos); b) a selecdo de

estirpes resistentes dentro de grupos de bactérias que sdo patdgenas primarias ou
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oportunistas para humanos e ¢) a contaminacdo do solo e 4gua, em que alguns produtos
podem ser excretados pelos animais e, via adubo ou dejetos (Costa, 2009).

Embora ndo tenha sido comprovada cientificamente a possivel resisténcia
bacteriana cruzada entre humanos e animais, autoridades de satde publica no mundo
todo vém determinando a reducdo na utilizacdo de antibidticos. Com isso, surgiram
restricbes e novas regulamentagdes quanto ao uso de antibioticos e quimioterapicos na
alimentagdo animal.

A Suécia, a Dinamarca e a Finlandia foram os primeiros paises a proibirem a
utilizagdo destes na alimentacdo animal. Os antibidticos e quimioterdpicos somente
poderiam ser incorporados aos alimentos destinados aos animais com o propoésito
curativo de doencas e ndo com o objetivo de melhoria do crescimento.

A Unido Européia, em 1999, proibiu somente o uso de seis antibidticos utilizados
na producdo animal: bacitracina de zinco, espiramicina, virginiamicina, tilosina,
carbadox e olaquindox. J& em 2006 o uso dos antibidticos e quimioterdpicos como
promotores de desempenho foi proibido em toda a Unido Européia.

No Brasil, 0 uso de alguns antibiéticos como promotores do crescimento comegou
a ser proibido em 1992 (Portaria DAS/MA N° 159 de 23 de junho de 1992) e em 1998
(Portaria SVS/MS N° 819 de 16 de outubro de 1998). Entretanto, atualmente, é possivel
utilizar 17 antibiéticos como aditivo, e aproximadamente 70 sdo liberados para uso
terapéuticos, matafilaticos ou profilaticos. Segundo a Secretaria de Defesa
Agropecuaria, 0s antibioticos autorizados para uso exclusivo em racoes para poedeiras
sdo bacitracina de zinco e bacitracina de metileno dissacilato, sulfato de colistina,
cloridraro de clorexidina, enramicina, halquinol e fosfato ou tartarato de tilosina.

Diante da perspectiva do completo banimento dos aditivos antibi6ticos como
promotores de desempenho, 0s prejuizos decorrentes desta situacdo tém sido
consideraveis. Desta forma, é necessaria a realizagdo de estudos que visa promover
estratégias alternativas aos antibidticos promotores de desempenho com o objetivo de
minimizar as perdas econdmicas advindas de uma possivel reducédo no desempenho

animal.
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2. Acidos organicos

Com a restricio ao uso de antibidticos promotores de desempenho, foram
estudadas estratégias nutricionais para auxiliar na prevengdo e minimizar as infeccdes
por bactérias patogénicas na producdo animal. Nesse sentido, os &cidos organicos vém
se destacando como uma possivel alternativa aos antibidticos (Lickstadt, 2007).

Segundo Garcia et al. (2000), a acidificacdo dos alimentos tem potencial para
controlar bactérias, podendo melhorar o crescimento e a eficiéncia alimentar,
eliminando microrganismos que competem por nutrientes. Beneficio semelhante é
atribuido aos antibiéticos; entretanto, os acidos organicos ndo deixam residuos na
carcaca e ndo promovem o aparecimento de bactérias resistentes. Portanto, os cidos
orgénicos se usados corretamente junto com medidas nutricionais, de manejo e
biosseguridade, podem ser uma ferramenta para manter a satde do trato intestinal das
aves, melhorando o rendimento zootécnico sem risco de residuos na carne e ovos como

0s antibioticos (Partanen e Mroz, 1999).

2.1. Composicao e propriedades quimicas

Os &cidos organicos podem ser chamados éacidos graxos volateis, &cidos graxos de
cadeia curta ou acidos carboxilicos. Séo substancias que tém uma ou mais carboxilas
(R-COOH) na molécula que permanecem estaveis no trato gastrointestinal dos animais
(Hart e Schuetz, 1972). No entanto, nem todas essas substancias apresentam atividade
antimicrobiana. Aquelas associadas com atividade antimicrobiana sdo os &cidos de
cadeia curta (C1-C7), como o férmico, o acético, o propidnico e o butirico, o lactico, o
malico, o tartarico e o citrico. Em geral, quando o termo é utilizado em nutricdo animal
refere-se a &cidos fracos de cadeia curta, que produzem quantidade de prétons por
moléculas ao se dissociarem.

Os &cidos organicos sdo amplamente distribuidos na natureza, sendo constituintes
das células vegetais e dos animais. Também sdo transformados por meio da fermentacao
de carboidratos através das bactérias anaerdbicas localizadas nas porgBes do trato
gastrointestinal dos animais e através das bactérias lacticas, que estdo em maiores
concentragdes no papo, moela e duodeno (Gonzales, 2004). Podem ser encontrados na

forma de sais, apresentando menor odor indesejavel e maior facilidade de manuseio na
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fabricacdo das racdes por serem sdlidos, menos volateis e menos corrosivos (Costa,
2009).

Durante muitas décadas, os acidos organicos tém sido usados para controlar
eficazmente o crescimento microrganismos dos alimentos baixando o pH (Murphy et
al., 2006). Na legislacéo de alimentacéo estdo inscritos como conservantes, mas 0S Seus
efeitos positivos sobre a saide animal e desempenho, quando adicionadas em
quantidades suficientes na ragdo, sdo tambeém apresentados na literatura (Gama et al.
2000; Bonato et al., 2009; Youssef et al., 2013). Os mais utilizados na avicultura e na
suinocultura sdo o &cido acético, acido benzoico, &cido citrico, acido formico, acido
fumarico e o &cido propibnico, que sdo rapidamente absorvidos pela mucosa intestinal e

apresentam baixa toxidade e solubilidade em &gua.

2.2. Acdo antimicrobiana dos &cidos organicos

Os é&cidos exercem efeitos antimicrobianos de diferentes formas. Primeiro, por
meio da reducdo do pH do meio externo e, segundo, por meio da agdo da forma ndo
dissociada, dependente da dissociagdo de suas carboxilas (Cherrington et al., 1991,
Roth, 2000). Porém, o efeito antimicrobiano dos &cidos organicos ocorre principalmente
pela acéo da forma n&o dissociada e ndo pela reducédo do pH extracelular.

Os 4cidos organicos podem se apresentar em duas formas: ndo dissociada
(RCOOH) ou dissociada (COOH") e esse equilibrio € medido pelo pKa (potencial de
dissociacdo), que indica o pH onde 50% do acido se encontram na forma dissociada
(Leny, 2005). A acdo bacteriostatica primaria (inibicdo ou retardamento do crescimento
de cepas selecionadas) ocorre pela reducdo do pH da dieta (Silva, 2002) e pela
capacidade de se dissociarem, em func¢do do pH do meio e do pKa do &cido.

Em meio &cido, a maior parte dos acidos esta na forma nao-dissociada, permitindo
a penetracdo do &cido atraves da membrana lipidica da célula bacteriana. Uma vez
internalizado e colocado em pH neutro do citoplasma celular bacteriano, o acido
organico se dissocia em éanions (COOHY) e protons (H+), reduzindo o pH
citoplasmético. Na célula, a porcdo anibnica do &cido danifica a estrutura do DNA
interferindo na replicagdo protéica e, consequentemente, as bactérias ndo conseguem
mais dividir-se ou acabam morrendo. J& a porcdo catiénica reduz o nivel do pH na
célula, obrigando a bactéria a utilizar sua energia para liberar os prétons, diminuindo o

crescimento celular microbiano e levando a uma exaustdo bacteriana (Cherrington et al.,



25

1991; Gauthier, 2002). Podem também comprometer outros processos vitais, como o
transporte de substrato e o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa com o sistema de
transporte de elétrons. A maior ou menor atividade inibitdria da forma ndo dissociada
depende em primeiro lugar da capacidade desta atravessar a membrana plasmética e
exterior da bactéria, portanto, as moléculas menores e de carater hidrofobico sdo as mais
eficientes.

O potencial de dissociagdo do &cido é expresso em valores de pKa, onde Ka é a
constante de dissociagdo (Ka=[R-COO-][H+]/[RCOOH]) e pKa representa —log de Ka.
Este valor representa o ponto de pH do meio em que ha equilibrio entre as formas
dissociada e ndo dissociada do &cido, de forma que o valor de pKa é o pH ao qual as
concentragdes de &cido e de anions sdo iguais (Lickstadt, 2007). Dessa forma, a
eficiéncia do acido na inibi¢cdo de microrganismos depende de seu valor de pKa que é o
pH no qual 50% do &cido esta dissociado.

Os &cidos organicos com valores elevados de pKa séo conservantes mais efetivos
e sua atividade antimicrobiana é geralmente melhorada com o aumento do comprimento
da cadeia carbbnica e com o nivel de insaturacdo. Portanto, os &cidos fracos séo
medidos na escala de pKa, em que quanto menor for o valor desta escala, maior é a
capacidade do &cido em diminuir o pH do meio (Luckstadt, 2007). Além disso, Baird-
Paker (1980) afirma que um valor de pH mais baixo que o pKa do &cido aumenta a
proporcdo de moléculas ndo-dissociadas, aumentando, assim, sua eficiéncia como
agente antimicrobiano.

A absorc¢do do acido depende do seu pKa e do pH do lumen intestinal. Quando o
pH do limen é menor que o pKa dos &cidos, eles sdo rapidamente absorvidos. No trato
digestorio, &cidos orgénicos ndo dissociados séo absorvidos pelo epitélio intestinal, por
difuséo passiva, através do gradiente eletroquimico favoravel entre o limen e as células
epiteliais (Partanen e Mroz, 1999).

A eficiéncia dos &cidos organicos sobre bactérias patogénicas depende de seu
tempo de exposicédo, da concentracdo e do acido utilizado, da composicéo da dieta basal
e da idade do animal. Bactérias gram-negativas sdo sensiveis aos acidos com nimero de
carbonos inferior a oito e bactérias gram-positivas sdo mais sensiveis quanto maior o
comprimento da cadeia carbdnica dos &cidos (Cherrington et al., 1991). Dessa forma, ha
falta de consisténcia nos resultados dos &cidos organicos devido a falta de controle das

varigveis intervenientes, tais como: pH do trato digestivo, capacidade tampdo dos
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ingredientes da dieta, presenca de outros antimicrobianos na dieta, condi¢éo higiénica

do ambiente produtivo e heterogeneidade da flora intestinal (Dibner e Richards, 2005)

2.3.  Acidos organicos na alimentacéo de aves

A utilizacdo dos &cidos organicos iniciou-se com as pesquisas de métodos de
preservacdo de cereais colhidos com alto teor de umidade, sendo constatado que 0 uso
de &cidos prolonga o periodo de armazenamento (Ricke, 2003). Assim, nos ultimos
anos, varios acidos organicos e combinagdes tém sido investigados por apresentar uma
possivel atividade bactericida em rag@es, ingredientes e trato gastrointestinal do animal.

Segundo Albuquerque et al. (1998), a adicdo de acidos organicos as ragdes,
principalmente, os &cidos graxos de cadeia curta, tem reduzido as infec¢bes por
salmonelas em frangos. A efetividade deste tratamento é variavel e depende do nivel
inicial da contaminacéo. Contudo, h ddvidas entre os pesquisadores sobre a eficicia
dos &cidos com a descontaminagéo da racdo, uma vez que estes tém pouca atividade em
racbes secas, exercendo suas atividades mais eficientemente apds a ingestdo e
hidratacdo (Black et al., 2006). Porém, na literatura tem-se demonstrado efeitos
positivos dos tratamentos com esses aditivos quimicos (Albuquerque, 1998).

Faria et al. (2009) observaram que o acido fuméarico promoveu reducéo do pH da
racdo, podendo contribuir para a inibicdo do desenvolvimento de microrganismos
indesejaveis. Rezende et al. (2008) contaminaram a ragdo com Salmonella Enteritidis e
Salmonella Typhimurium e trataram com &cido acético em cinco diferentes
concentracdes (0, 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%). Os autores verificaram que a concentragao
de 1,5%, favoreceu a reducdo de Salmonella sp., porém ndo foi eficiente para a
eliminagdo em nenhuma das concentragdes. Enquanto Oliveira (1996) verificou que a
combinacdo de &cido formico + propibnico (70:30) em inclusdo de 0,8% na racdo foi
efetiva em reduzir a contaminagcdo por Salmonella enteritidis e Salmonella
thyphimurium de ragdes para frangos de corte.

Além da reducgdo de microrganismos na ragdo e ingredientes, 0s acidos organicos
promovem efeitos no trato intestinal, reduzindo o pH no estdmago e no intestino
delgado, que inibe a proliferagdo e/ou colonizacdo de microrganismos indesejaveis no
trato gastrintestinal, promovendo um impacto direto no metabolismo animal.

Flores et al. (2012) infectaram frangos de corte com Salmonella enteritidis e em

seguida trataram essas aves com &cidos organicos em diferentes concentragdes
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administrados via agua e racdo durante 2 e 7 dias, respectivamente, antes do abate, e
constaram que aos 35 dias de idade houve uma redugdo na presenca de Salmonella
enteritidis em cecos das aves tratados com 4cidos organicos tanto via 4gua como ragao
quando utilizados nas concentragdes de 1000 ppm e 500 ppm respectivamente. Pickler
et al. (2012) observaram que, independente da via de administracdo, os acidos organicos
reduzem significativamente a excrecdo de Salmonella enteritidis em papo e ceco de
frangos, porém séo pouco efetivos no controle de sorovar minnesota. Vale et al. (2004)
também verificaram reducdo de Salmonella com a utilizacdo de 1% da mistura dos
acidos formico e propidnico na ragdo de frangos de corte.

No metabolismo intermediario do organismo animal, os acidos organicos podem
atuar fornecendo energia (Gonzales, 2004). Os &cidos de cadeia curta podem ser usados
para a geragdo de ATP no ciclo de &cido citrico onde, apds absorvidos, podem ser
oxidados a acetil-CoA ou sintetizados metabolicamente a partir de acetil-CoA.

Segundo Viola e Vieira (2003), os &cidos citrico e fumérico contribuem
diretamente para a producéo de energia do organismo do animal como intermediarios no
ciclo de Krebs. Runho et al. (1997) constataram aumento da energia metabolizavel
(EMAnN) em ragBes suplementadas com &cido fumérico para galos. Os autores
observaram que a adicéo de 1,0% de &cido fuméarico na ragdo proporcionou aumento de
1,06% na EMAN, em relagdo a racdo isenta de &cido.

Os acidos orgéanicos também podem apresentar efeitos positivos na morfologia
intestinal. Segundo Vattay et al. (1988), os é&cidos organicos podem aumentar a
producdo de muco, seja pela estimulacdo dos receptores quimicos conectados aos
nervos colinérgicos ou por efeito direto nas células caliciformes. A maior secrecdo de
muco promove a protecdo da parede intestinal contra agentes agressores da dieta, ou
mesmo bactérias patogénicas, reduzindo sua presenca no intestino. Os acidos podem,
ainda, estimular a proliferacdo de enterdcitos, sugerindo melhora na capacidade de
absorver 0s nutrientes.

Segundo Leeson et al. (2005), os &cidos acético, propidnico e butirico tém acdo
trofica sobre a estrutura e o desenvolvimento intestinais, aumentando o tamanho dos
vilos e a superficie de absor¢do. A adigdo de 0,2% de &cido butirico na dieta de frangos
de corte resultou em maiores vilosidades e menor profundidade de criptas quando
comparadas ao tratamento do controle negativo. Viola e Vieira (2007) comprovaram
que a utilizacdo de uma mistura dos &cidos organicos (lactico, férmico, citrico, acético e

benzoico) aumentou significativamente a altura das vilosidades e reduziu o peso do
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intestino, devido a reducédo significativa da profundidade da cripta. Por outro lado,
Maiorka et al. (2004), observaram que a mistura dos &cidos (fumarico, latico, citrico e
ascorbico) ndo apresentou nenhum efeito sobre a morfologia intestinal das aves.

Bonato et al. (2009) verificaram a associacdo de 400 g/ton da mistura de &cidos
orgénicos e 150 g/ton de extrato vegetal pode ser recomendada para melhorar o
desempenho das poedeiras. No entanto, o fornecimento isolado ou associado destes
aditivos ndo alterou a qualidade dos ovos de poedeiras comerciais em final de ciclo de
producgdo. Gama et al. (2000) observaram que a adicdo da mistura de 4cidos organicos
apresentou um efeito positivo sobre a producéo de ovos e peso das aves, todavia, ndo
interferem na qualidade interna dos ovos e no peso dos ovos. Souza et al. (2001),
avaliando a influéncia do &cido ascorbico sobre a qualidade de ovos brancos e marrons
mantidos sob condi¢es de ambiente por um periodo de 28 dias, observaram que a
suplementag&o deste ndo foi suficiente para diminuir a perda de qualidade dos ovos.

Com base em todos esses benéficos, espera-se que o uso de acidos organicos
melhore o desempenho zootécnico das aves. No entanto, muitas vezes os efeitos dos
acidos organicos sobre o desempenho das aves sejam inconscientes, devido a fatores
como a necessidade de se adequar a dose de cada &cido ou mistura destes frente a
diversidade de condigdes que se apresentam nas criagcdes de aves e 0 uso de baixas ou

elevadas dosagens.

3. Antioxidantes

Os antioxidantes sdo empregados pela industria de alimentos com a finalidade de
inibir ou retardar a oxidacdo lipidica de o6leos, gorduras e alimentos gordurosos
(Ramalho e Jorge, 2006).

Do ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que
contém, no minimo, uma hidroxila. Em um sistema bioldgico, um antioxidante pode ser
definido como qualquer substancia que, quando se apresentam em baixas concentragdes
em relacdo a de um substrato oxidavel, atrasa ou evita a oxidagdo do referido substrato.
O substrato oxidavel pode ser qualquer molécula que se encontra nos alimentos ou
materiais bioldgicos, incluindo hidratos de carbono, DNA, lipideos e proteinas.

Os antioxidantes apresentam variacdo tanto na sua estrutura quimica quanto nos

seus mecanismos de acao.
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Os antioxidantes primarios sdo compostos fendlicos que promovem a remogéao ou
inativacdo dos radicais livres formados durante a iniciagdo ou propagagdo da reacao.
Esses antioxidantes reagem com os lipideos e os radicais perdxidos, em que o dtomo de
hidrogénio ativo do antioxidante é abstraido pelos radicais livres (R e ROOe) com
maior facilidade que os hidrogénios alilicos das moléculas insaturadas, formando
espécies inativas para a reagdo em cadeia e um radical inerte (Ae) procedente do
antioxidante. Assim, estes radicais, estabilizados por ressonéncia, ndo tém a capacidade
de iniciar ou propagar as reagdes oxidativas (Shahidi e Zhong, 2005; Ramalho e Jorge,
2006). Os principais e mais conhecidos antioxidantes deste grupo sdo os polifendis,
como butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroguinona
(TBHQ) e propil galato (PG), que sdo sintéticos, e tocoferdis, que sdo naturais. Estes
ultimos também podem ser classificados como antioxidantes bioldgicos.

Os antioxidantes secundarios também séo classificados como preventivos. Eles
oferecem a sua atividade antioxidante através de varios mecanismos para diminuir a
taxa de reacOes de oxidagdo. A principal diferenga entre esses antioxidantes com 0s
primérios é que os antioxidantes secundérios ndo convertem os radicais livres em
moléculas estdveis (Shahidi e Zhong, 2005). Eles agem por uma variedade de
mecanismos incluindo a ligacdo com ions metélicos, a redugdo de oxigénio, a converséo
de hidroperdxidos a espécies ndo-radicais, a absorcdo de radiacdo ultravioleta ou a
desativagdo do oxigénio singlete.

Os antioxidantes removedores de oxigénio s&o compostos que atuam capturando o
oxigénio presente no meio, através de reagdes quimicas estaveis tornando-os,
consequentemente, indisponiveis para atuarem como propagadores da autoxidagdo
(Ramalho e Jorge, 2006). Um pré-requisito para este tipo de antioxidante é a
apresentacdo de seletividade em relagdo ao oxigénio, aumentando dessa forma, o tempo
de vida do composto a ser protegido. O acido ascorbico, seus isomeros e seus derivados
sdo os melhores exemplos deste grupo, pois agem como agente redutor e como um
eliminador de oxigénio. Entretanto, o &cido ascdrbico pode atuar também como
sinergista na regeneracdo de antioxidantes primarios.

Os antioxidantes sinergistas correspondem a uma agao cooperativa, protetora e
estabilizante de uma mistura de antioxidantes, quando o efeito total da mistura é maior
que a acdo do componente mais efetivo, em concentragdo igual a concentragdo total dos

componentes na mistura. Por exemplo, a combinagdo de &cido L-ascoOrbico e os
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antioxidantes primarios como a - tocoferol torna um efeito sinérgico que resulta no
sistema de reciclagem de vitamina E (Noguchi e Niki, 2000).

Os agentes quelantes/sequestrantes complexam ions metalicos, principalmente
cobre e ferro, que catalisam a oxidacéo lipidica. Um par de elétrons ndo compartilhado
na sua estrutura molecular promove a acdo de complexacdo (Ramalho e Jorge, 2006).
Segundo Graf e Eaton (1990), os agentes quelantes podem exercer atividade
antioxidante por ocupacdo de todos os sitios de coordenagdo do metal, e formacédo de
complexos metélicos insollveis, impedindo interacBes entre metais e os lipideos ou
intermediérios de oxidag&o (por exemplo, peroxidos). Os mais comuns sdo 4cido citrico
e seus sais, fosfatos e sais de acido etileno diamino tetra acético - EDTA (Ramalho e
Jorge, 2006). Porém, a atividade do agente quelante depende do pH e da presenca de
outros ions quelatos.

Os antioxidantes biolégicos sdo substancias que podem remover oxigénio ou
compostos altamente reativos de um sistema alimenticio. Estdo incluidos varias
enzimas, como sdo glutationa peroxidase, catalase, superoxido dismutase (Valko et al.,
2006) e glutationa (Dalton et al., 2004; Ramalho e Jorge, 2006). Entretanto, dentre os
antioxidantes bioldgicos de baixo peso molecular, podem ser destacados o0s
carotenoides, a bilirrubina, a ubiquinona e o acido Urico. Porém, as mais importantes
micromoléculas no combate ao estresse oxidativo sdo os tocoferdis, o &cido ascorbico
(Kojo, 2004; Barreiros et al., 2006) e os flavonoides (Valko et al., 2006).

Os antioxidantes mistos incluem compostos de plantas e animais que tém sido
amplamente estudados como antioxidantes em alimentos. Entre eles estdo varias
proteinas hidrolisadas, flavonoides e derivados de acido cindmico (Wanasundara e
Shahidi, 2005).

3.1. Sistema de defesa antioxidante

Segundo Vannucchi et al. (1998), os radicais livres (especialmente O,.) e outras
espécies reativas de oxigénio (H.0,) séo continuamente produzidos in vivo. Diante da
grande diversidade de producéo desses radicais livres susceptiveis a oxidacdo, as células
do animal desenvolveram um elaborado mecanismo de defesa celular denominado
sistema de defesa antioxidante.

O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos

causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais
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(Barbosa et al., 2011). Tais acOes podem ser alcancadas por meio de diferentes
mecanismos de acdo: impedindo a formacéo dos radicais livres ou espécies ndo-radicais
(sistemas de prevencdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda,
favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas - sistemas de
reparo (Koury e Donangelo, 2003).

Esse sistema é dividido em enzimético (superoxido dismutase, catalase e
glutationa peroxidase) e ndo-enzimatico, onde o ndo-enzimatico pode ter origem

enddgena ou dietética (Nordberg e Arnér, 2001; Barbosa et al., 2011).

3.1.1. Sistema enzimatico

O sistema enzimtico é a primeira linha de defesa antioxidante, pois evita o
acimulo de anion radical superdxido e do peroxido de hidrogénio. Nesse sistema inclui
as enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase
(GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de prevengdo, impedindo e/ou
controlando a formacdo de radicais livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a
iniciacdo das reacOes em cadeia que culminam com propagacdo e amplificagdo do
processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (Barbosa et al.,
2011).

a)  Superoxido dismutase (SOD)

A SOD faz parte de um grupo de metaloenzimas abundantes em células aerdbicas.
Constitui um mecanismo répido de resposta a formacdo do radical superoxido e esta
presente em todos 0s organismos eucariéticos e até mesmo em bactérias, sendo uma das
mais importantes do sistema enzimatico. Ela é responsavel por catalisar a dismutagéo de
dois radicais superdxidos em oxigénio molecular e peroxido de hidrogénio (Halliwell e
Gutteridge, 2000) que € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a
catalase e glutationa peroxidase.

A atividade das enzimas em questdo muitas vezes depende da participagdo de
cofatores enziméticos, especialmente antioxidantes de origem dietética. Tais cofatores
podem diferir de acordo com os compartimentos celulares de a¢éo das enzimas. Assim,
a SOD pode ser encontrada sob duas formas que diferem entre si pelo sitio ativo e pela

localizacdo celular: no citoplasma, é dependente de cobre e zinco (CuzZnSOD),
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enquanto na matriz mitocondria, necessita do manganés como cofator (MnSOD)
(Barbosa et al., 2011).

A forma que contém cobre e zinco, denominada de superoxido dismutase cobre-
zinco dependente (CuZnSOD), € muito estavel e parece estar presente em praticamente
todas as células eucaridticas (Valko et al., 2006). E constituida de duas subunidades
protéicas idénticas, com um atomo de cobre e um de zinco em cada uma delas. O Zn
ndo funciona no sitio catalitico, mas aparece para estabilizar a enzima (Halliwell &
Gutteridge, 2000). A superdxido dismutase dependente do manganés (MnSOD) € uma
proteina de cor rosa que contém manganés nos sitios ativos. A sua atividade diminui em
pH alcalino.

A atividade da MnSOD em relacéo a CuZnSOD depende do tecido e das espécies
onde atuam. A remocdo do Mn dos sitios ativos causa perda da atividade catalitica, ndo
podendo ser reposto por nenhum ion de transicéo, pois perde a sua atividade funcional.
As sequéncias de aminoécidos de todas as MnSOD, em todas as espécies, sdo parecidas
e ndo estdo relacionadas com a CuZnSOD. Entretanto, as diferentes formas de SOD
catalisam a mesma reacdo, a de dismutagdo do radical superoxido (Halliwell e
Gutteridge, 2000).

b) Catalase (CAT)

A catalase é uma hemeproteina e esta presente na maioria das células aerdbicas,
sendo que em animais se encontra principalmente no figado, rins e eritrocitos. Orgéos
como cérebro, coracdo e musculo esquelético contém, no entanto, pequenas quantidades
da enzima (Halliwell e Gutteridge, 2000).

A atividade da catalase em animais e plantas encontra-se em organelas
subcelulares unidas por uma membrana conhecida peroxissoma. A mitocondria e o
reticulo endosplamatico contém pouca ou nenhuma catalase. Dessa forma, por ndo
possuirem peroxissomas, alguns 6rgdos estdo mais expostos aos danos provocados pela
producdo de espécies reativas de oxigénio, como coracdo, pulméo e cérebro.

A principal funcéo dessa enzima é catalisar a reducéo do perdxido de hidrogénio a
agua e oxigénio molecular. Entretanto, para ativar esta enzima é necessaria a presenga
de NADPH (Ferreira e Matsubara, 1997; Vannucchi et al., 1998; Nordberg e Arnér,
2001).
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Miranda et al. (1996) afirmam que quando o perdxido se encontra em altas
concentragdes a catalase age principalmente catalisando a transformacéo do peréxido de
hidrogénio em &gua e oxigénio. Em baixas concentracBes de peroxido a catalase
funciona como uma peroxidase oxidando um composto doador de hidrogénio, como

metanol, etanol ou acido férmico.

c)  Glutationa Peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidade é um tripeptideo formado por cisteina, glutamato e
glicina. Esta enzima € bastante particular no que se refere & sua constituicdo, pois
incorporam um residuo de selenocisteina no seu sitio ativo, portanto, é selénio-
dependente. E encontrada intracelularmente em altas concentragdes, essencialmente em
todos os organismos aerdébicos. Possui alta atividade no figado, moderada atividade no
coracdo, pulmdo e cérebro, e baixa atividade nos musculos. Segundo Miyamoto et al.
(2003), a glutationa peroxidase (GPx) estd localizada no citosol e na matriz
mitocondrial celular.

A glutationa (GSH) atua como co-substrato da glutation peroxidase, com a
propriedade de doador de elétrons. A enzima GPx catalisa a reducdo do perdxido de
hidrogénio e hidroperdxidos pela glutationa reduzida (GSH), levando & formagéo de
glutationa oxidada (GSSG) e 4gua.

Esse processo catalitico é diretamente dependente da reducdo da glutationa
oxidada pela enzima glutationa redutase (GR), onde os sitios ligantes para GSSG estéo
situados na interface das duas subunidades que constituem a estrutura quaternéria da
GR, sendo que cada uma tem um dominio distinto com um sitio ligante para o NADPH
(Huber et al., 2008).

3.1.1.1. Integracao dos sistemas de defesa enziméaticos

A integracdo dos sistemas de defesa enzimaticos ocorre por meio da reacdo de
dismutacdo, onde a superoxido dismutase (SOD) catalisa a geracdo de peroxido de
hidrogénio (H,0,) a partir do radical superoxido (O¢). As enzimas catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) se integram para impedir o acimulo de H,O, que, apesar de
ndo ser um radical livre, é igualmente reativo e capaz de promover danos potenciais. O

acimulo dessa espécie reativa (H,O2) possibilita, por meio das reagdes de Fenton e
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Haber-Weiss, a geragdo do radical hidroxila (OHe), contra o qual ndo existe defesa
enzimética. A GPx reduz o H,O, (e outros peroxidos) a &gua, utilizando a glutationa
reduzida (GSH), que o faz a custa da conversdo da glutationa reduzida (GSH) em
oxidada (GSSG). No entanto a GSSG ¢ reduzida de volta para GSH por GSH redutase
(GSH-Rd) utilizando equivalentes redutores de NADPH. A reducdo da GSSG ajuda a
evitar a oxidagdo de proteinas (proteina tiol formacéo). Assim, é de extrema importancia
a acdo da glutationa redutase (GRd), responsdvel pela recuperacdo da glutationa
reduzida (GSH), possibilitando a manutencdo da integralidade do ciclo redox da
glutationa e, consequentemente, do equilibrio adequado entre os sistemas de defesa
enziméticos (Igbal et al., 2002; Barbosa et al., 2011).

3.1.2.Sistema n&o-enzimatico

As defesas ndo-enzimaticas sdo consideradas substancias essenciais,
quimicamente consumidas durante o processo, obtidas de fontes exdgenas e ndo-
sintetizadas pelas células na auséncia de moléculas precursoras (Nogueira et al., 2010;
Barbosa et al., 2011).

O sistema antioxidante nao enzimatico é formado por muitas substancias, com
destaque para a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular,
vitaminas (vitamina E e vitamina C), além dos carotenoides - B-caroteno, licopeno e
luteina (Berger, 2005) e metais de transigao.

Os metais de transi¢cdo (Zn, Cu, Se e Mg) sdo potenciais formadores de espécies
reativas através da reagdo com outros compostos, uma vez que sofrem reacdes redox.
Dessa forma, ha a necessidade de serem transportados associados a proteinas,
impedindo que essas reacdes ocorram (Vasconcelos et al., 2007).

Esse sistema pode atuar em duas linhas: como removedor do agente, antes que ele
cause lesdo, ou como reparador da lesdo ocorrida, com exce¢do da vitamina E, que é um

antioxidante estrutural da membrana (Ferreira e Matsubara, 1997).
3.2. Antioxidantes sintéticos
Antioxidantes sintéticos tém sido usados para estabilizar 6leos e gorduras. Na sua

maioria apresentam uma estrutura fendlica que permite a doagdo de um prdton a um

radical livre, interrompendo o mecanismo de oxidacdo por radicais livres. Dentre eles
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estdo BHA (butil hidroxianisol), BHT (butil hidroxitolueno), PG (galato de propila) e
TBHQ (terc-butil hidroquinona) que séo os antioxidantes sintéticos mais utilizados na
inddstria de alimentos.

O BHA ¢ constituido de dois isomeros: 3-butil hidroxianisol e 2-butil
hidroxianisol, apresentando melhor atividade antioxidante em gorduras animais que em
Oleos vegetais e eficiéncia limitada em 6leos insaturados de vegetais ou sementes.
Entretanto, é particularmente efetivo no controle de oxidacéo de &cidos graxos de cadeia
curta (Ramalho e Jorge, 2006).

O BHT tem propriedades similares ao BHA e ambos séo sinergistas entre si. O
BHA age como sequestrante de radicais perdxidos, enquanto o BHT age como
sinergista, ou regenerador de radicais BHA (Ramalho e Jorge, 2006).

O PG é um éster ligeiramente soldvel em agua. Tem agdo antioxidante em
concentragdo 6tima de atividade como antioxidante e quando usado em niveis elevados
pode atuar como pro-oxidante (Ramalho e Jorge, 2006). PG ndo é adequado para
utilizacdo em oleos de fritura porque é volatil as temperaturas elevadas. Tem o poder de
quelar ions metélicos de forma eficaz, retardando a oxidagdo lipidica. No entanto, isto
pode afetar negativamente o visual do alimento, pois a formagdo dos complexos de
metal-galato escurece o alimento. Portanto, as formulagbes com PG sé&o sempre
disponiveis com um quelante de metais, tais como o acido citrico que evita qualquer
descoloragdo no alimento (Wanasundara e Shahidi, 2005).

O TBHQ é considerado mais eficiente em 6leos vegetais que BHA ou BHT, mas
em gordura animal, é tdo efetivo quanto o BHA e mais efetivo que o BHT ou o PG
(Ramalho e Jorge, 2006). Além disso, TBHQ é resistente ao calor, sendo considerado
mais indicado para a conservacdo de alimentos submetidos a processos de fritura.
Segundo o Wanasundara & Shahidi (2005), agentes quelantes tais como citratos e
monoaciglicerois aumentam a atividade de TBHQ, principalmente em 6leos vegetais e
gorduras.

Estudos realizados em animais evidenciaram que a exposicdo prolongada e aguda
destes compostos levou ao desenvolvimento de tumores de figado, péncreas e
glandulas; aumento de H;O2 nos microssomos, alterando as funcgdes hepaticas;
carcinogénese no estdmago de ratos; e adenomas e carcinomas em células hepaticas.
Na maioria dos paises, 0 uso de antioxidantes sintéticos em alimentos tem se tornado
limitado. No Canad4 e na Comunidade Econdmica Europeia o uso de TBHQ ndo é

permitido. A Food and Agriculture Organization (FAO) e a World Health Organization
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(WHO), constantemente alteram a ingestdo diéria aceitdvel (IDA) destas substancias
(Soares, 2002). No Brasil, 0 uso destes antioxidantes é controlado pelo Ministério da
Saude que limita em 200 mg/kg para BHA e TBHQ e 100 mg/g para BHT como
concentragdes maximas permitidas.

Assim, com o intuito de se evitar esses maleficios e atender as novas exigéncias
do consumidor por alimentos mais saudaveis sem perder a estabilidade dos produtos,
cresce 0 nimero de propostas para que as industrias alimenticias utilizem cada vez mais
substancias naturais com atividade antioxidante (Soares, 2002; Kranl et al., 2005;
Oliveira et al., 2009).

3.3. Antioxidantes naturais

O interesse pelos antioxidantes naturais teve inicio na década de 80 diante da
comprovacdo de efeitos maléficos, citados anteriormente, causados por doses elevadas
de antioxidantes sintéticos (Duran e Padilla, 1993). Dessa forma, uma énfase foi dada a
identificacdo e purificagio de novos compostos com atividade antioxidante,
provenientes de fontes naturais, que pudessem atuar sozinhos ou sinergicamente com
outros aditivos, como alternativa para prevenir a deterioragdo de alimentos e limitar o
uso de antioxidantes sintéticos (Pokorny, 1991).

Vérias vantagens sdo obtidas com a substituicdo dos antioxidantes sintéticos para
0s naturais, visto que além de trazer beneficios a salde e apresentar a funcionalidade de
um antioxidante, os naturais apresentam maior solubilidade tanto em &gua como em
6leo, facilitando o seu uso na inddstria alimenticia, e utiliza residuos produzidos pela
industria alimenticia, diminuindo o seu descarte no ambiente.

Os compostos antioxidantes naturais tém sido isolados de diferentes partes de
plantas, tais como sementes, frutas, folhas e raizes (Wettasinghe e Shahidi, 1999;
Miranda et al., 2001). Nos alimentos, os antioxidantes naturais podem se originar de um
ou mais compostos do prdprio alimento (via enddgena), de substancias formadas de
reacOes durante o processamento ou como aditivos isolados de fontes naturais (Pratt,
1992). Estudos evidenciam que a propriedade antioxidante das especiarias e de outros
vegetais se deve, principalmente, a seus compostos fendlicos.

Os antioxidantes naturais podem funcionar como agentes redutores, como
inibidores de radicais livres, como quelantes ou sequestrantes do oxigénio e como

desativadores de metais pro-oxidantes (Rice-Evans et al., 1995; Kahkdnen et al., 1999).
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Entre os antioxidantes naturais mais utilizados podem ser citados tocoferdis, compostos
fenolicos e extratos de plantas (Ramalho e Jorge, 2006). Entretanto, os mais ativos e

frequentemente encontrados sdo os compostos fendlicos (Bianchi e Antunes, 1999).

3.4. Compostos fendlicos

O grupo dos compostos fendlicos é constituido por &cidos fendlicos. Séo definidos
como substéncias que possuem um anel aroméatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, conferindo propriedades antioxidantes
tanto para os alimentos como para o organismo animal (Soares, 2002).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios sintetizados pelos vegetais
tanto durante seu desenvolvimento normal, quando em resposta a condigdes de estresse.
Estdo associados as estratégias de defesa das plantas (Nass, 2007), tais como infecgdes,
radiacbes UV e injurias (Silva et al., 2010). Estes desempenham papel importante no
crescimento e reproducdo de plantas, sintese de lignina e protecdo contra predador e
patdgenos (Randhir e Shetty, 2004) e contribuem para as qualidades organolépticas e
nutricionais das frutas e vegetais. Assim, provavelmente, pelo fato das cascas
desempenharem a fungdo de defesa na fruta e as sementes por assegurarem a
propagacao da espécie, estudos tem comprovado que nas cascas e em sementes de frutas
apresentam alta quantidade de compostos fenolicos (Bashir e Abu-Goukh, 2003; Kondo
et al., 2002).

Os compostos fenolicos apresentam uma grande diversidade e divide-se em néo-
flavondides (fendis simples ou acidos) e flavondides (polifendis) (Silva et al., 2010).

Os ndo-flavondides séo derivados dos acidos hidroxicindmico e hidroxibenzoico.
Sua atividade antioxidante esti relacionada com a posi¢do dos grupos hidroxilas e
também com a proximidade do grupo —CO,H em relagdo ao grupo fenil. Quanto mais
proximo esse grupo estiver do grupo fenil, maior sera a capacidade antioxidante do
grupo hidroxila na posicdo meta. Os principais compostos fendlicos ndo-flavondides
derivados dos acidos hidroxicindamicos sdo os ésteres dos acidos caféico, cumarico e
feltrico. Quanto aos derivados dos acidos hidroxibenzoicos, podem-se destacar 0s
acidos salicilico, gélico, elgico, protocatéico e vanilico (Silva et al., 2010).

Os flavonoides compreendem um grupo de compostos fendlicos amplamente
distribuidos nas frutas e nos vegetais, chegando a contabilizar mais da metade dos oito

mil encontrados na natureza. S&o polifendlicos com baixo peso molecular, constituido
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de 15 &tomos de carbono e sdo considerados como o mais relevante grupo dos fendis,
pois apresentam a estrutura quimica que favorece sua agdo antioxidante. Apresentam-se
sob muitas variacbes como flavondis (quercetina, miricetina), flavonas (apegenina,
luteolina), flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas (Silva et al.,
2010).

Antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e algumas
vezes como quelantes de metais (Martinez-Valverde et al., 2000; Shahidi et al., 1992),
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacgéo do processo oxidativo. Segundo
Bianchi e Antunes (1999), os flavondides atuam como antioxidantes na inativacdo dos
radicais livres, em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico. Esses
compostos tém a capacidade de doar d&tomos de hidrogénio e, portanto, inibir as reacdes
em cadeia provocadas pelos radicais livres (Arora et al., 1998). Porém, a intensidade da
acdo antioxidante exibida por estes fitoquimicos é diferenciada uma vez que depende,
fundamentalmente, do nimero e posicéo de hidroxilas presentes na molécula (Melo et
al., 2008).

Este mecanismo de acdo dos antioxidantes, presentes em extratos de plantas,
possui um papel importante na reducdo da oxidacdo lipidica em tecidos, vegetal e
animal, pois quando incorporado na ragdo ndo conserva apenas a qualidade do alimento,

mas também reduz o risco de desenvolvimento de doencas (Angelo e Jorge, 2007).

3.5. Antioxidantes na alimentacdo de aves

O ovo apresenta um perfil lipidico favorével a oxidacdo em virtude de altas
concentracdes de &cidos graxos poli-insaturados. Os processos oxidativo afetam o
sabor, a cor, a textura e o valor nutricional, levando a diminui¢do da vida util desses
alimentos. Dessa forma, a incorporacdo de antioxidantes na alimentagéo das aves visa
evitar os efeitos indesejaveis da oxidacéo nesses produtos.

Visto que o ovo é uma excelente fonte de acidos graxos essenciais que, como em
qualquer alimento, este apresenta intensa capacidade & oxidac&o lipidica, principalmente
durante a estocagem (Hayat et al., 2010), muitas pesquisas tém sido realizadas
utilizando antioxidantes nas ragdes com o objetivo de minimizar esse efeito na producéo
de ovos.

A vitamina E é efetivamente transferida da racdo fornecida as poedeiras para a

gema do ovo (Surai et al., 1998; Vieira, 2007), indicando que a suplementagdo nas
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racOes de aves aumenta a concentragdo de vitamina E na gema, principalmente dos ovos
enriquecidos com PUFA’s, podendo reduzir a susceptibilidade a peroxidacéo lipidica
(Surai et al., 1999).

Galobart et at. (2001) utilizaram o a-tocoferol na ragéo de aves com o objetivo de
evitar a oxidagdo em ovos enriquecidos com ®-3 e -6 e observaram que houve um
aumento na estabilidade oxidativa dos ovos. Hayat et al. (2010) avaliaram o efeito do a-
tocoferol durante um periodo de 60 dias de armazenamento dos ovos e observaram que
0 armazenamento reduz os niveis de acidos graxos de cadeia longa ®-3 ¢ ®-6 e que 0
nivel de a-tocoferol nos ovos é estavel até 40 dias de armazenagem, mas reduz
rapidamente depois disso. Resultados semelhantes foram observados por Cherian et al.
(2007) que perceberam a reducdo do a-tocoferol apds 40 dias de armazenamento e por
Franchini et al. (2002) que observaram uma diminuicdo cerca de 40 % na concentragéo
de vitamina E de ovos armazenados ap6s 60 dias a 4 °C.

Pan et al. (2010) forneceram niveis crescentes de selénio orgénico as racdes de
poedeiras semipesadas e observaram que a producdo de ovos foi influenciada
positivamente pela adicdo deste mineral nas dietas das poedeiras. Entretanto, Paton et
al. (2002) ndo registraram melhora na producgdo de ovos com a utilizagdo de selénio
organico. Para Surai (2002), a maior producdo de ovos devido a utilizacdo de Se
organico pode ser explicada por uma melhora na condi¢do sanitaria das aves ou pela
interacdo com a vitamina E propiciando maior estabilidade da membrana celular. A
interacdo observada entre vitamina E e selénio evidencia os seus papéis no sistema de
protecdo antioxidante.

O uso das selenoproteinas como a fonte de suplementagdo de selénio aumenta a
concentracdo de selénio no ovo e interage com a concentragdo de vitamina E, que
possui alta correlagdo com a concentragcdo na dieta. A maior biodisponibilidade do
selénio organico pode aumentar com a concentragcdo de vitamina E no ovo. Para Paton
et al. (1998), a adicdo de selénio faz com que a demanda enddgena de vitamina E
diminua, resultando em uma transferéncia mais eficiente para o ovo.

Rutz et al. (2003) utilizaram uma combinacdo de minerais organicos (zinco,
selénio e manganés) e observaram melhora na producdo de ovos, conversao alimentar,
peso do albimen e consisténcia (unidades Haugh) e peso da gema, dos ovos de
poedeiras durante um segundo ciclo de postura. A melhora na qualidade do alblimen
aparentemente indica uma agdo permissiva do selénio organico, resultando em uma

situacdo onde o estrogénio e/ou progesterona exercem a sua agdo promovendo a
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deposicao do albimen com maior consisténcia no limen do magno. Em termos praticos,
esta resposta pode contribuir para 0 aumento do tempo de prateleira e melhor aceitagéo
pelo consumidor (Pan et al., 2010).

Algumas fontes vegetais ricas em compostos com atividade antioxidante tém sido
utilizadas na alimentacéo de poedeiras, na busca pela melhoria do desempenho das aves
e da qualidade dos ovos (Botsoglou et al., 2012).

O alecrim € uma especiaria obtida de folhas secas que contém uma grande
quantidade de diferentes compostos fendlicos com variadas atividades antioxidantes,
sendo o 4cido carndsico o maior constituinte fendlico presente nas folhas de alecrim
com atividade antioxidante maior que o0s antioxidantes sintéticos BHA e BHT
(Richheimer et al., 1996). Krause e Ternes (2000) obtiveram o &cido carndsico na gema
do ovo, quando adicionaram o extrato de alecrim & racdo de poedeiras, em niveis de
0,28% e 0,57%. Parpinello et al. (2006) adicionaram o extrato de alecrim (500 e 1000
ppm) em ragBes enriquecidas com acidos graxos poli-insaturados ®-3 e observaram que
a inclusdo do antioxidante foi efetiva em manter as caracteristicas sensoriais dos ovos.
Enquanto, Galobart et al. (2001a) compararam o efeito da inclusdo do extrato de
alecrim (500 e 1000 ppm) na estabilidade oxidativa de ovos enriquecidos com &cidos
graxos poli-insaturados da ®-3 e 0s resultados obtidos demostram que a adicdo deste
extrato nas concentragdes utilizadas ndo foi eficiente em retardar a oxidacéo lipidica dos
0VOs.

Botsoglou et al. (2005) estudaram o efeito da adi¢édo de diferentes antioxidantes
de naturais (orégano, alecrim, acafrdo e acetato de a-tocoferol) na racéo de poedeiras e
observaram diferencas na oxidacéo lipidica entre os tratamentos, tendo o orégano
apresentado melhor efeito na estabilidade dos lipideos que o extrato de alecrim.
Entretanto, Handl et al. (2008), utilizando o extrato de orégano, na ragdo para codornas
contendo 4% de linhaga, observaram que esse extrato antioxidante ndo foi efetivo em
retardar a oxidagdo lipidica nos ovos, na concentragdo utilizada (2%). Porém, Ozeku et
al. (2011) relataram melhoria significativa da altura do albumen e valores de unidade
Haugh, em ovos de poedeiras alimentadas com mistura de 6leos essenciais de orégano,
louro, sélvia, erva doce e citrus.

Zhao et al. (2011), adicionando gengibre em p6 & ragdo de poedeiras, obtiveram
aumento na massa de ovos produzidos e na estabilidade lipidica da racdo e dos ovos
durante o armazenamento. Botsoglou et al. (2012), usando folhas de oliveira na ragdo de

poedeiras voltadas a ovos enriquecidos com &cidos graxos -3, promoveram maior
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estabilidade lipidica das gemas dos ovos. Freitas et al. (2013) avaliaram o efeito de
extratos etandlicos do caroco e da casca de manga e observaram que esses aditivos nao
afetaram o desempenho de poedeiras, mas melhoram a qualidade do albdmen e a
estabilidade lipidica dos ovos, sendo o extrato etandlico de carogo de manga mais
eficiente do que o de casca em retardar a oxidacéo lipidica de ovos armazenados por até
60 dias.

4.  ConsideracOes gerais sobre LCC

O Brasil é conhecido mundialmente por sua biodiversidade e a importancia das
plantas aqui encontradas para a producéo de farmacos com diferentes aplicacdes.

O cajueiro, da espécie Anacardium occidentale Linn., é uma planta originaria do
nordeste do Brasil, sendo cultivada em outras regifes tropicais brasileiras, na india e
alguns paises africanos. Varios estudos avaliaram os efeitos bioldgicos e o potencial
farmacéutico de extratos do fruto ou partes da planta

O caju é formado por um peddnculo floral hipertrofiado, sendo geralmente
confundido com o fruto. Apresenta grande valor nutricional, com altos teores de
vitamina C, niacina e ferro, sendo utilizados para a fabricagdo de sucos, vinhos, doces e
compotas (Rodrigues et al., 2011). No entanto, o fruto propriamente dito é a castanha de
caju que é formada por um epicarpo fino que corresponde com a camada externa macia
de cor marrom escuro. No interior do epicarpo encontra-se 0 mesocarpo, uma estrutura
esponjosa de forma alveolar, que contém um alto teor de um dleo viscoso, caustico, de
cor marrom escuro, considerado fonte natural de lipideos fendlicos, conhecido como
liquido da casca da castanha de caju (LCC) (Paiva et al., 2000, Mazzetto et al., 2009).
No interior da castanha, encontra-se a améndoa. Tanto a améndoa como o LCC assume
elevada importancia econdmica para o Brasil.

O LCC é um liquido viscoso escuro e oleoso, que pode ser extraido da castanha de
caju. Este corresponde a 25% do peso da castanha e se constitui uma das fontes mais
ricas em lipideos fendlicos iso-propendides, como o &cido anacérdico (derivado do
acido salicilico), cardois e metilcarddis (derivados do resorcinol) e cardandis (um
monofenol) (Moreira et al., 1998; Vieira, 2007).

Os &cidos anacérdicos sdo compostos fendlicos biosintetizados a partir de acidos

graxos. Eles constituem a maior parte do liquido que é extraido da casca da castanha de
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caju, mas também podem ser encontrados no pedinculo e na castanha de caju (Didgenes
et al., 1996).

A concentracdo percentual desses lipideos fendlicos depende do tipo de processo
de extracdo do LCC, que pode ser a quente ou a frio (Lopes et al., 2011). Se a extracdo
é realizada a temperaturas entre 180-200 °C, como adotada no processo industrial,
resulta na descarboxilagdo do &cido anacardico conduzindo ao cardanol, componente
maioritario neste processo, conhecido como LCC técnico. Na extracdo a frio, o LCC é
obtido através do uso de solventes, sendo chamado de “LCC natural”, em que o &cido
anacardico é o principal constituinte do LCC (Tychopoulos e Tyman, 1990).

Vérios autores tém constatado diferencas entre as composi¢es do LCC, de acordo
com o processo de extragcdo do 6leo. Segundo dados da literatura (Lubic, 2003; Vieira,
2007) o LCC natural contém aproximadamente 65-70% de &cido anacardico, 11-20% de
cardol, 2-3% de 2-metil cardol e tracos de cardanol. Para o LCC técnico, sdo relatadas
as seguintes composigdes aproximadas: 63-65% de cardanol, 11-20% de cardol e 24%
de material polimérico.

As principais aplicagbes do LCC tém sido na fabricagdo de tintas, inseticidas,
fungicidas, antioxidantes, cosméticos e farmacos (Andrade et al., 2011). Porém,
atualmente o interesse no uso do LCC esti centrado na vasta gama de atividades
bioldgicas do produto devido aos componentes quimicos que apresenta (&cido
anacardico, cardol e cardanol), que podem atuar como agente antimicrobiano (Kubo et
al., 1993) antioxidante, (Kubo et al., 2006) e antitumoral. Assim, o LCC natural tem

despertado grande interesse em pesquisas no campo quimico e bioldgico.

4.1. Acg0es bioldgicas do LCC e do acido anacardico

As propriedades bioldgicas do &cido anacérdico fazem do LCC uma fonte
promissora de compostos bioativos. Algumas pesquisas vém sendo desenvolvidas na
area de farmacologia para avaliar as acdes do &cido anacdrdico em animais de
laboratério com o objetivo de verificar os efeitos de suas atividades biol6gicas em
beneficio da saide humana.

Uma série de atividades bioldgicas para os &cidos anacéardicos foi observada
como: atividade antitumoral, antiacne, antibacteriana, moluscocida, antifingica,
antioxidante e além da habilidade de inibir as enzimas tirosinase, prostaglandina sintase

e lipoxigenase (Toyomizu et al., 2003).
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A atividade antibacteriana do LCC contra bactérias Gram-positivas ndo é devida
apenas a um componente, mas sim a agao de varios destes. A adi¢do de uma hidroxila
(OH) a molécula do cardanol transforma este componente em cardol, aumentando assim
sua atividade antibacteriana. Por outro lado, a adi¢cdo de um grupo carboxilico (COOH-)
ao cardanol produz o 4&cido anacardico, representando ainda um aumento mais
expressivo da atividade antimicrobiana (Himejia e Kubo, 1991).

Os &cidos anacéardicos apresentam em sua estrutura grupos aromaticos e alifaticos
e, portanto, exibem ambos os comportamentos, hidrofilico e lipofilico. Este
comportamento anfipatico possibilita aos compostos atravessarem as membranas
plasmaéticas, o que potencializa suas funcdes bioldgicas (Correia et al., 2006). Por outro
lado, o mecanismo bactericida dos é&cidos anacardicos ainda ndo foi totalmente
esclarecido. No entanto, a agdo antibacteriana parece estar relacionada a este carater
anfipético dos lipidios fendlicos. A interacdo dos grupos hidroxilicos do anel aromatico
com fosfolipidios por meio de ligacBes de hidrogénio é o fator responsavel da alta
afinidade do &cido as bicamadas lipidicas presentes nas membranas bacterianas
(Kozubek, 1999). As cadeias alquilicas exercem influéncia significativa na atividade
bioldgica que pode estar relacionada com o aumento da solubilidade das porgdes
fendlicas nas regibes lipidicas. Uma vez incorporados as membranas celulares, 0s
lipidios fendlicos danificam as proteinas da membrana, provocando aumento da
permeabilidade da mesma e, a fuga dos componentes citoplasméticos, com consequente
lise celular (Lima et al., 2000; Burt et al., 2004).

Estudando a agdo antimicrobiana do &cido anacéardico, Gellerman et al. (1968),
Himejima e Kubo (1991) e Parasa et al. (2011) relataram que as bactérias Gram-
positivas (Streptococcus. mutans, Staphylococcus aureus e Propionibacterium acnes)
sd0 mais sensiveis ao acido do que as Gram-negativas. Segundo 0s pesquisadores, esta
diferenca de acdo entre os tipos de microrganismo pode ser devido a uma maior ou
menor dificuldade do &cido anacardico em penetrar na membrana das células dos
diferentes microrganismos.

Lima et al. (2000) avaliaram a atividade antimicrobiana do 4cido anacardico sobre
0s microrganismos da cavidade bucal (Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus,
Candida albicans e Candida utilis) e verificaram atividade antibacteriana contra 0s
microganismos citados, porém a maior atividade inibitria ocorreu sobre a bactéria
Gram positiva Streptococcus mutans, considerada a predominante na céarie dentéria.

Assim como Melo et al. (2006), que confrontaram o extrato da casca do caule de
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Anacardium occidentale L. com trés espécies de Streptococcus isoladas de biofilme
dental, concluindo que o extrato pode ser usado terapeuticamente na odontologia como
agente antibacteriano.

De acordo com Narasimhan et al. (2008), ao investigarem os efeitos
antibacterianos do 4&cido anacardico em produtos de tomate inoculados com
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ou Escherichia coli, armazenados a
temperatura ambiente, 0 mesmo apresentou atividade contra bactérias do tipo gram-
positivas e do tipo gram-negativas, agindo como conservantes potenciais de derivados
de tomates e podendo ser considerado, inclusive, uma alternativa natural em
substituicdo dos conservantes sintéticos.

Gongalves et al. (2005) que avaliaram a atividade antibacteriana com extrato da
castanha do caju, frente a 10 linhagens de bactérias em que 4 (Proteus mirabilis,
Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. Coagulase — ) foram
sensiveis ao extrato, e as demais (Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae, Providencia spp., Pseudomonas
aeruginosa) se apresentaram resistentes ao extrato da castanha do caju.

Assim, Achanath et al. (2012) patentearam o0s processos de obtencdo de Vvarios
derivados do acido anacéardico que apresentaram acdo bacteriosttica e bactericida,
principalmente contra Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Enterococus
fecalis.

Por outro lado, os é&cidos anacérdicos que sd@& uma mistura de &cidos 6-alquil-
salicilicos, lipossoluveis, apresentam grupos alquilicos que exercem influéncia
significativa na atividade bioldgica, podendo estar relacionada com o aumento da
solubilidade das porcdes fendlicas nas regides lipidicas, nas quais é requerida protecdo
contra degradacgdo bioldgica ou oxidagdo quimica. Dessa forma, a influéncia da cadeia
alquilica no mecanismo de protecdo é similar ao efeito que é proposto para a cadeia
poliprenilica do tocoferol (Correia et al., 2006).

Para Kubo et al. (2006), o acido anacérdico apresenta atividade antioxidante e
seus compostos fendlicos podem atuar de vérias formas. Eles podem impedir que os ion
de metais de transi¢do iniciem o processo de oxidacgdo, inativar os intermediarios da
oxidacao e inibir varias enzimas pré-oxidantes.

Trevisan et al. (2006) destacaram a capacidade antioxidante dos &cidos
anacardicos contido no LCC, bem como quando comparado com outros antioxidantes j

conhecidos (hidroxitirosol, acido salicilico, acido cafeico, tirosol e trolox) no sistema
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hipoxantina/xantina oxidase. Os autores sugeriram que a capacidade antioxidante desse
acido estd muito mais relacionada & inibicdo da producéo de superdxido do que a
eliminacéo de radicais hidroxil.

Segundo Andrade et al. (2011), o LCC técnico (cardanol — 40,26%; cardol —
29,95%; fitosterdis — 10,68%; triacontanes — 4,66% e acido anacéardico — 1,79%), na
concentracdo de 100-500 pg/mL, exerce agdo protetora contra o estresse oxidativo em
levedura quando esta € exposta ao paraquat ou H,O,, indicando o seu efeito
antioxidante in vivo.

Broinizi et al. (2008) avaliaram o potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico
do bagaco do pedunculo de caju e verificaram que 0 mesmo contém antioxidantes
naturais efetivos e que podem contribuir na reducéo da lipoperoxidagéo e preservagéo
dos &cidos graxos poliinsaturados no tecido cerebral de ratos.

Morais et al. (2010) verificaram que o &cido anacardico exerce efeito
gastroprotetor associados aos mecanismos antioxidandes. Enquanto Carvalho et al.
(2011) verificaram que o acido anacardico exerce acdo antioxidante e antiinflamatéria
nos pulmdes de ratos submetidos a inducdo de inflamagdo pulmonar por exaustédo de

particula de diesel.

4.2. LCC naalimentacéo de aves

Existem poucas informacdes sobre a inclusdo de liquido da castanha de caju
(LCC) ou de seus compostos na racdo de aves.

Ldpez et al. (2012) relataram que a adi¢do de LCC em racgdo na dose de 0,40
mL/kg de racgdo, proporcionou desempenho semelhante ao obtido com o antibiotico
virginiamicina e reduziu a concentragdo de Escherichia Coli no conteido intestinal. No
entanto, Odunsi e Oyewole (1996) constataram que a adi¢cdo de LCC na ragdo dessas
aves em niveis acima de 1% prejudicou o desempenho. Por outro lado, em frangos de
corte, Toyomizu et al. (2003) demonstraram efeito benéfico do &cido anacérdico na
prevencdo das lesdes provocadas pela coccidiose. Entretanto, ainda ndo se conhece a
viabilidade de uso e os efeitos desse acido orgénico no desempenho zootécnico das
poedeiras.

Diante de muitas aplicacfes bioldgicas do liquido da castanha de caju (LCC) e de

seus constituintes, como o cido anacardico, faz-se necessario estudo sobre os efeitos
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desse acido quando aplicado em ragdes de poedeiras, no que diz respeito a saude e ao

desempenho zootécnico do animal.
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Perfil bioquimico sérico, atividade enzimatica e peroxidacéo
lipidica em dérgéos de poedeiras comerciais alimentadas com racéo

contendo liquido da castanha de caju

RESUMO - A pesquisa teve como objetivo avaliar os pardmetros bioquimicos do
sangue, assim como, a atividade enzimética e a peroxidacdo lipidica do figado e tecidos
do sistema reprodutor (ovario, magno e (tero) de poedeiras comerciais alimentadas com
racdo contendo o liquido da castanha de caju (LCC). Um total de 216 poedeiras
comerciais Hisex White foi distribuido ao acaso em seis tratamentos, com seis
repeticbes de seis aves. Os tratamentos consistiram em: ragdo sem promotor de
desempenho (PD); ragdo com PD e ragdes sem PD e adicdo de niveis crescente de LCC
(0,25; 0,50; 0,75 e 1,00%). A adicdo de LCC na ragdo ndo influenciou nos parametros
bioquimicos do sangue (&cido Urico, creatinina, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos), na atividade enzimatica
(superdxido dismutase e grupos sulfidrilicos ndo-protéicos) nos érgéos (figado, ovario,
magno e Utero) e na peroxidagdo dos lipideos do soro sanguineo, figado, magno e Utero.
No entanto, os niveis de 0,75% e 1,00% de LCC proporcionaram menor valor de
TBAR’S no ovério das aves, enquanto, o tratamento sem promotor de desempenho
proporcionou maior valor. A adi¢do de até 1,00% do LCC, como fonte de &cido
anacardico na racdo das poedeiras, ndo influencia os pardmetros bioquimicos do sangue
e a atividade das enzimas no figado, ovario magno e Utero, mas reduz a peroxidacdo

lipidica no ovario a partir da incluséo de 0,75% de LCC.

Palavras-chaves: acido anacéardico, &cido organico, antioxidante
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Serum biochemical profile, enzymatic activity, and lipid peroxidation in organs of

commercial layers hen fed diets containing cashew nut shell liquid

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the blood biochemical
parameters as well as the enzymatic activity and lipid peroxidation of liver and tissues
of the reproductive system (ovary, magnum, and uterus) of commercial layers fed diets
containing cashew nut shell liquid (CNSL). A total of 216 Hisex White commercial
layer hens were distributed randomly into six treatments, with six replicates of six birds.
Treatments consisted of a diet without performance promoter (PP); a diet with PP; and
diets without PP, with addition of increasing levels of CNSL (0.25, 0.50, 0.75, and
1.00%). Addition of CNSL to the diet did not affect the blood biochemical parameters
(uric acid, creatinine, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, total
cholesterol, HDL, LDL, and triglycerides), the enzymatic activity (superoxide
dismutase and non-protein sulfhydryl groups) in the organs (liver, ovary, magnum and
uterus) or the peroxidation of lipids from the blood serum, liver, magnum and uterus.
However, the levels of 0.75% and 1.00% CNSL provided a lower TBARS content in the
birds’ ovary, whereas the treatment without the growth promoter provided a higher
value. Addition of up to 1.00% of the CNSL as a source of anacardic acid in the laying
hens diets does not influence their blood biochemical parameters or the activity of the
enzyme in the liver, ovary, magnum, and uterus, but affects the lipid peroxidation in the

ovary, though the problem is reduced from inclusion of 0.75% CNSL.

Keywords: anacardic acid, organic acid, antioxidant
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Introducéo

Os antibidticos e quimioterdpicos, por muito tempo, vém sendo utilizados com
finalidades profiléticas na producdo animal. Entretanto, os programas de alimentagéo
passaram a incluir antibioticos em doses subterapéuticas e constantes como promotores
de desempenho. Atualmente, o uso constante dos aditivos antibidticos na alimentagdo
dos animais de produgdo passou a ser visto como fator de risco para a salde humana
devido a uma possivel contribuicdo dessa pratica na ocorréncia de resisténcia
microbiana.

Diante da perspectiva do completo banimento dos aditivos antiobidticos em
ragOes para animais destinados ao consumo humano, pesquisas tém sido desenvolvidas
em busca de alternativas a esses aditivos e, assim, minimizar as perdas econdmicas
advindas de uma redugdo no desempenho animal. Nesse sentido, entre outros aditivos
alternativos, os 4&cidos organicos e extratos vegetais com agdo antimicrobiana e
atividade antioxidante in vitro, vém sendo avaliados na alimentacdo de poedeiras
(Freitas et al., 2013).

O liquido da castanha de caju (LCC) é viscoso, castanho escuro, oleoso e caustico,
que pode ser extraido da castanha de caju (Chaves et al., 2010), onde corresponde a
25% do peso. Segundo Trevisan et al. (2006), o LCC se constitui uma das fontes mais
ricas em lipideos fendlicos iso-propendides, como o &cido anacérdico (derivado do
acido salicilico), cardois e metilcarddis (derivados do resorcinol) e cardandis (um
monofenol), tendo sido relatado uma variedade de propriedades bioldgicas para o seu
uso.

A concentragdo percentual dos compostos presente no LCC depende do processo
de extracdo. O LCC natural contém &cido anacardico (60-65%), cardol (15-20%),
cardanol (10%) e vestigios de 2-metil cardol. Na extracdo em temperaturas elevadas
(180 e 200°C) ocorre descarboxilagédo e a composi¢cdo do LCC muda, apresentando
maior teor cardanol (83-84%), menos cardol (8-11%), mantem o material polimérico em
10% e 2% de 2-metil cardol (Kumar et al., 2002). A baixa concentracdo de acido
anacardico é uma caracteristica do LCC técnico, obtido na indUstria de beneficiamento
da castanha de caju para o consumo humano, onde as castanhas sdo aquecidas a
temperatura entre 180 e 200°C para extra¢do do LCC.

O LCC natural tem despertado grande interesse em pesquisas no campo quimico e

biolégico devido apresentar uma maior concentracdo de &cido anacéardico. A este
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composto é atribuida uma variedade de atividades bioldgicas, tais como atividade
antibacteriana, antimicrobiana, e antioxidante (Trevisan et al., 2006). Os outros
constituintes do LCC também ganharam interesse em muitas aplicac¢des industriais, mas
a presenca de cardols e cardanols pode ser um problema para o uso de LCC como fonte
de acido anacardico, uma vez que ndo se conhece 0s seus efeitos sobre os animais.

O 4&cido anacardico exerce atividade inibidora da xantina oxidase, enzima
responsavel pela conversdo da xantina e hipoxantina em &cido Urico. Dessa forma, o
acido anacérdico deve ser investigado como um agente terapéutico na prevencdo de
disfuncdes fisioldgicas relacionadas ao excesso de &cido urico no organismo (Masuoka
e Kubo, 2004). Trevisan et al. (2006) observaram que o acido anacardico apresenta
grande capacidade antioxidante, que foi relacionada a inibicdo da formacdo de
superdxidos e acdo inibidora da xantina oxidase. Morais et al. (2010) verificaram que o
acido anacardico exerce efeito gastroprotetor associado aos mecanismos antioxidantes.
Toyomizu et al. (2000) verificaram que o &cido anacardico apresenta atividade
antioxidante na prevencdo dos danos oxidativos na mitocondria do figado de ratos.
Soiefer e Rauckman (2001) mostraram que o extrato bruto de Anacardium occidentale
promoveu uma toxicidade aguda moderada em ratos.

No entanto, existem poucas informacdes sobre a inclusdo de liquido da castanha
de caju (LCC) ou de seus compostos na ragdo de poedeiras comerciais. Odunsi e
Oyewole (1996) constataram que a adi¢cdo de LCC na ragdo de frangos de corte em
niveis acima de 1,00% prejudicou o desempenho. Lopes et al. (2012) relataram que a
adicdo de LCC na ragdo de frangos de corte na dose de 0,40 mL/kg de ragéo,
proporcionou desempenho semelhante ao obtido com o antibidtico virginiamicina e
reduziu a concentracdo de Escherichia Coli no conteudo intestinal.

Assim, esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de avaliar os pardmetros
bioquimicos do sangue, assim como a atividade enzimética e peroxidacéo lipidica do
figado e tecidos do 6rgédo reprodutor (ovario, magno e Utero) de poedeiras comerciais
alimentadas com racdo contendo o liquido da castanha de caju (LCC) como fonte de

acido anacardico.

Material e Métodos

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo no
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23/2013 de 24 de julho de 2013, e estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Cear4 (UFC), Campus do Pici, Fortaleza
- Ceara, no Setor de Avicultura.

Para condugdo do experimento foram adquiridas foram utilizadas 216 poedeiras
comerciais Hisex White, com 40 semanas de idade, alojadas em gaiolas de arame
galvanizado (25x40x30 cm), & densidade de duas aves por gaiola. As aves foram
distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, com seis tratamentos e seis
repeticdes de seis aves por tratamento. Os tratamentos aplicados foram: T1 - controle
negativo - racdo sem promotor de desempenho (PD); T2 - controle positivo - ragdo com
promotor de desempenho; T3 - racdo com adigdo de 0,25% de liquido da casca da
castanha de caju (LCC) e sem promotor de desempenho; T4 - racdo com adicdo de
0,50% de LCC e sem promotor de desempenho; T5 - ragdo com adi¢éo de 0,75% de
LCC e sem promotor de desempenho; T6 - racdo com adigdo de 1,00% de LCC e sem
promotor de desempenho.

As racOes experimentais (Tabela 1) utilizadas eram isonutrientes e isoenergéticas,
de acordo com as exigéncias nutricionais das aves, pelas recomendag6es do manual de
manejo da linhagem (Manual de manejo Hisex White, 2008) e conforme os valores de
composicdo dos alimentos propostos por Rostagno et al. (2011).

Para obtengdo do LCC (liquido da casca da castanha de caju) foram adquiridas
castanhas de caju no mercado local e levadas ao Laborat6rio de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica do Centro de Ciéncia da Universidade
Federal do Ceard, onde foram submetidas ao aquecimento em estufa a 175 °C por 45
minutos para a liberacdo do LCC e coleta, conforme Trevisan et al. (2006). Em 100 g de
castanha foi obtido 30 g de LCC, em que 50% deste LCC continha uma mistura de
acidos anacardicos, 30% de cardanol e 20% de cardol.

O periodo experimental foi de 105 dias divididos em cinco periodos de 21 dias
cada. As aves receberam ragdo e agua a vontade durante todo periodo experimental,
com iluminacdo de 16 horas diarias de luz. Os comedouros foram abastecidos duas

vezes ao dia, no inicio da manhé e ao final da tarde.
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Tabela 1. Composicéo das ragdes experimentais.

Ingredientes Controle Controle  Niveis de liquido da castanha de caju (%)
(%) sem PD com PD

0,25 0,50 0,75 1,00
Milho 61,40 61,40 61,40 61,40 61,40 61,40
Farelo de soja 26,15 26,15 26,15 26,15 26,15 26,15
Oleo de soja 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31
Calcario calcitico 8,79 8,79 8,79 8,79 8,79 8,79
Fosfato bicalcico 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
DL-metionina 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13
Vitamina para posturat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Mineral para postura2 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal comum 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37
Inerte (areia lavada) 1,00 0,97 0,75 0,50 0,25 0,00
Halquinol 60% 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Enramicina - 8% 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Antioxidante? 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
LCC 0,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composic¢do nutricional e energética

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.700 2.700 2.700 2.700 2.700 2.700
Proteina bruta (%) 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
FDN (%) 10,84 10,84 10,84 10,84 10,84 10,84
FDA (%) 4,31 4,31 4,31 4,31 4,31 4,31
Acido linoleico (%) 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53
Calcio (%) 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
Fésforo disponivel (%) 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Fésforo total (%) 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Sédio (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Lisina digestivel (%) 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79
Metionina digestivel (%) 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
Met + cistina digestivel (%) 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Treonina digestivel (%) 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57
Triptofano digestivel (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

1Vitamina (quantidade fornecida por quilograma do produto): vitamina A - 20.000.000 Ul/kg; vitamina
D3 - 7.000.000 Ul/kg; vitamina E - 80.000 mg/kg; vitamina K3 (Menadiona) — 4.000 mg/kg; vitamina B1
- 3.000 mg/kg; vitamina B2 - 10.000 mg/kg; vitamina B6 - 6.000 mg/kg; vitamina B12 - 20.000 mcg/kg;
vitamina C — 300 mg/kg; niacina - 60.000 mg/kg; ac. pantoténico - 20.000 mg/kg; biotina — 50 mg/kg; ac.
félico - 1.000 mg/kg; selénio — 600 mg/kg. 2Minerais (quantidade fornecida por quilograma do produto):
ferro - 50.000 mg/kg; cobalto — 200 mg/kg; cobre - 10.000 mg/kg; zinco - 60.000 mg/kg; manganés
inogarnico - 80.000 mg/kg; iodo - 1.000 mg/kg. *Banox: BHA, BHT, Propilgalato - Alltech do Brasil
Agroindustrial Ltda.

Diariamente, durante todo o periodo experimental, a temperatura e umidade
relativa do ar dentro do galpdo foram medidas com termémetro de méxima e minima e

psicrometro, respectivamente. Os dados foram registrados diariamente e as leituras
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realizadas as 8:00 e 16:00 horas. No final do experimento os valores médios obtidos da
temperatura minima e maxima e umidade relativa do ar no galpéo foram 26,82 + 1,56
°C, 30,33 + 1,40 °C e 70%, respectivamente.

No final do periodo experimental foram selecionadas duas aves de cada repetigéo
com base no peso corporal médio da parcela para a coleta de sangue e 6rgéos (figado,
ovério, magno e Utero) para analise das atividades enziméticas e peroxidacéo lipidica.

As amostras de sangue foram retiradas puncionando a veia braquial usando
agulhas esterilizadas e tubos ndo heparinizados. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 15 min em temperatura ambiente. O soro resultante
(sobrenadante) foi armazenado em tubos de eppendorf de 1,5 mL para posterior anélise
dos pardmetros bioquimicos, atividade enzimatica e peroxidagdo lipidica. Apds a coleta
de sangue, as aves foram sacrificadas por deslocamento cervical para coleta de amostras
do figado, do ovario, do magno e do Utero, que foram identificados e acondicionados
em sacos plasticos resistentes. As amostras dos 6rgdos e parte das amostras do soro
foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas a
-80°C até o momento das analises de atividade enzimética. O restante do soro sanguineo
foi utilizado para a anélise bioquimica.

As anélises bioquimicas do sangue foram realizadas pelo método de automacéo
(Metrolab 2300 plus) com kits cinéticos da Wiener, conforme instrucdo do fabricante e
usando as solugbes padrdes em branco. Cada analito testado foi processado
individualmente por espectofotometria com regulagdo de temperatura das cubetas de
incubacgdo. Os resultados foram impressos pelo proprio aparelho logo ap6s a concluséo
das determinagBes. Foram dosados os seguintes analitos: acido urico (mg/dl), creatinina
(mg/dl), alanina aminotransferase (U/L), aspartato aminotransferase (U/L), colesterol
total (mg/dl), HDL (mg/dl), LDL (mg/dl) e triglicerideos (mg/dl).

As atividades enziméticas realizadas nos 6rgdos (figado, ovario, magno e Utero)
foram a superdxido dismutase (SOD), grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada segundo Beauchamp
e Fridovich (1971). O tecido foi homogeneizado em tampé&o fosfato de potéssio 50 mM
e pH 7,8 para obtencdo de um homogenato a 10% e, em seguida, centrifugado a 3600
rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi retirado e centrifugado novamente a
12000 rpm por 20 minutos a 4°C. Em camara escura, em 10 pL do sobrenadante foram
adicionados 1mL do meio de reagdo (tampéo fosfato de potéssio 50mM, EDTA 100nM
e L-metionina 13mM, pH 7,8), 150uL do NBT 750 uM e 300 pL de riboflavina 2uM.
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Os tubos contendo a solugdo obtida foram expostos a lampada fluorescente (15W) por
15 minutos. A absorbancia foi medida a 560 nm. Os resultados foram expressos em
unidades da enzima, sendo a quantidade de SOD necessaria para inibir a taxa de
reducdo do NBT em 50%.

A concentracéo de glutationa (GSH) nos 6rgdos foi avaliada utilizando o ensaio
para determinagdo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) (Sedlak e Lindsay,
1968). O tecido foi homogeneizado em solugdo gelada de EDTA (0,02M), para
preparacdo do homogenato a 10%. Em seguida, a uma aliquota de 0,5 mL do
homogenato foram adicionados 0,4 mL de agua destilada e 0,1 mL de &cido
tricloroacético 50% para precipitacdo das proteinas. ApoGs essa etapa, o material foi
centrifugado a 3000 rpm por 15 min & temperatura de 4°C. Em seguida, novas aliquotas
de 0,5mL do sobrenadante foram misturados em 1 mL de tampéo Tris com
concentracdo de 0,4 M, pH 8,9 e 25 uLL. de DTNB 0,01 M. A absorbancia foi medida em
intervalo de 5 min a 412 nm contra um reagente branco (sem o homogenato). A
concentragdo de NP-SH foi calculada atraves de uma curva padrdo de glutationa
reduzida (GSH) e os resultados expressos em pg de NP-SH/g de tecido.

A peroxidacdo lipidica foi determinada por estimagdo do malondialdeido (MDA)
usando o teste do acido tiobarbitdrico (Agar et al., 1999). O tecido e o soro sanguineo
foi homogeneizado em tampédo KCI 10% (pH 7,4) para preparacdo do homogenato a
10%. Em seguida, 250puL do homogenato foram incubados em banho maria a 37°C por
60 min. Apos a incubacdo, foram adicionados 400 pL de &cido perclérico 35% e as
amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 min. A 600 uL do sobrenadante
foram adicionados 200 pL de &cido tiobarbiturico 1,2%. A mistura foi levada a banho
maria a 95-100°C por 30 min. Em seguida, a solugdo foi retirada e colocada a
temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada a 532 nm. A curva padréo
foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos como
nanomoles de MDA por grama de tecido (nmol/g tecido).

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando-se o SAS (2000). Os
dados de todos os tratamentos foram submetidos a analise de variancia (Proc Anova,
SAS), segundo delineamento inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo
teste de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de significAncia. Também, realizou-se a
analise de regressdo, excluindo-se os tratamentos sem adicdo de LCC, para se

determinar o melhor nivel de LCC nas ragdes.
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Resultados e Discussao

Né&o foram observadas diferencas significativas (p<0,05) entre os tratamentos para

nenhum dos pardmetros bioquimicos séricos analisados (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil sanguineo bioquimico de poedeiras comerciais alimentadas com ragdes

contendo liquido da castanha de caju (LCC).

Ac.Urico Cr ALT AST Col.Total HDL LDL TAG

Tratamentos " ) (mg/dl)  (UL) (UL (mgidl)  (mg/dl) (mg/dl)  (mg/dl)
Sem PD 477 0300 12,67 253,00 180,33 32,83 147,50  1554,00
Com PD 508 0267 12,93 261,00 180,17 3583 14433  1517,80

0,25% de LCC 5,02 0,233 12,00 239,33 180,00 33,83 146,17  1555,50
0,50% de LCC 4,90 0,250 12,75 23450 181,00 34,00 151,33  1498,70
0,75% de LCC 4,72 0,230 12,00 266,40 182,00 36,00 146,00 157250
1,00% de LCC 4,85 0,254 13,20 267,20 179,00 34,50 148,00  1555,50

Média 4,89 0,250 12,64 252,79 180,42 34,50 147,22  1538,72
Efeitos ANOVA p-valor
Tratamento 0,8307 10,3882 10,7846 0,5761 0,9916 0,5296 0,7403 0,9859
Regressao p-valor
Linear 0,4040 05984 0,3284 0,1436 0,8784 0,4821 0,9891 0,9787
Quadratica 0,4936 09718 10,6878 0,8119 0,4962 0,5122 0,5641 0,9021
CV (%) 10,95 18,18 11,05 14,85 4,39 9,47 5,38 12,32

PD - promotor de desempenho; CV — coeficiente de variagdo; Ac. Urico - Acido Urico; Cr - creatinina;
ALT - alanina aminotransferase; AST - aspartato aminotransferase; Col. Total - colesterol total; TAG -
triglicerideos.

Normalmente, os constituintes bioquimicos sericos refletem as condi¢bes de
salde, nutri¢do, clima e manejo, as quais 0s animais foram submetidos (Minafra et al.,
2010). Dessa forma, a dosagem de pardmetros bioquimicos sanguineos pode ser
utilizada como um indicativo ao desempenho produtivo das aves e de doengas
metabodlicas (Rotava et al., 2008). Assim, como 0s niveis sanguineos de &cido Urico e
creatinina das aves ndo foram influenciados pelos niveis de LCC na ragdo, pode-se
afirmar que ndo houve um comprometimento das fungdes renais, segundo Konan et al.
(2007). Além disso, ndo houve comprometimento das fungdes hepéticas, visto ndo
terem ocorrido alteragdes na atividade das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). Baseados nesses resultados pode-se sugerir que o LCC
nos niveis utilizados na ragéo ndo foi toxico para as poedeiras.

Considerando que a atividade antioxidante dos acidos anacérdicos em grande

parte vem da sua capacidade de inibir vérias enzimas oxidativas, como a xantina
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oxidase que é uma enzima responsavel pela conversdo da xantina e hipoxantina em
acido urico (Masuoka e Kubo, 2004; Trevisan et al., 2006), poderia ocorrer redugéo dos
niveis sanguineos de &cido Urico confirmando a inibicdo da xantina oxidase. Por outro
lado, a inibicdo dessa enzima poderia ser um problema para as aves, cuja principal
forma de excrecdo do nitrogénio se da na forma de &cido Urico. Vale ressaltar que os
efeitos inibidores sobre essa enzima tém sido relatados para ratos e que ainda ndo esté
claro como &cido anacardico ou seus metabdlitos podem regular esta atividade
enzimética celular, sendo necessarios mais estudos para compreender a acdo do cido
anacardico sobre essa enzima (Kubo et al., 2006).

Toyomizu et al. (2003) observaram que a suplementacdo com &cido anacardico
(0,1%) na dieta de ratos ndo teve efeito nos niveis de creatinina e de AST sanguineos
dos ratos, sugerindo que seria improvavel ocorrer a disfuncdo renal ou hepética por
meio de suplementagdo dietética de acido anacérdico. Enquanto, Konan et al. (2007),
tratando ratos com extrato hidroetanélico do caju (1000 mg/kg), observaram que o nivel
de creatinina aumentaram significativamente, sugerindo que o rim pode ter sido
protegido pelo extrato de hidroetandlico do caju, mas a avaliagdo dos niveis sérico de
ALT e AST ndo alterou entre os tratamentos. Por outro lado, Soiefer e Rauckman
(2001) mostraram que o extrato bruto de Anacardium occidentale promoveu toxicidade
aguda em ratos, sendo estimada dose letal a superior a 2000 mg/kg de peso vivo.

A presenga dos flavondides no LCC pode promover diversos mecanismos de
acdo sobre o metabolismo lipidico (Deszcz e Kozubek, 2000). O &cido anacérdico,
substancia mais abundante no LCC, é um composto fendlico derivado de é&cido
salicilico e, portanto, a sua atividade tem sido comparada com a do &cido acetil
salicilico (ASA). Dessa forma, a reducéo no nivel de colesterol total no sangue de ratos
que foram suplementos com 0,1% de &cido anacérdico na dieta foi reportada por
Toyomizu et al. (2003). Por sua vez, Mohammed (2010) observou reducéo significativa
nos niveis de colesterol sanguineos de poedeiras que beberam &gua com ASA e
sugeriram que a adicdo de ASA pode reduzir o estresse do animal submetido & alta
temperatura ambiente por reducdo da liberacdo de corticosterona sérica, afetando o
metabolismo lipidico. Nesse contexto, considerando que as concentragdes séricas de
colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos ndo foram alterados pelos os niveis de LCC
utilizados na racdo, a possibilidade de efeito hipolipidémico do LCC em animais néo se

confirmou para as poedeiras.
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N&o houve diferengas significativas entre os tratamentos sobre os niveis de
superdxido dismutase (SOD) e de grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (NP-SH) do figado,

ovério, magno e Utero (Tabela 3).

Tabela 3. Niveis de superdxido dismutase (U/g de proteina) e de grupos sulfidrilicos
ndo-protéicos (pg/g de tecido) no figado, ovario, magno e Utero de poedeiras comerciais

alimentadas com ra¢Ges com liquido da castanha de caju (LCC).

Figado Ovaério Magno Utero
Tratamentos
SOD NP-SH SOD  NP-SH SOD  NP-SH SOD  NP-SH
Sem PD 0,168 156,60 0,363 37,48 0,208 37,09 0,294 73,94
ComPD 0,189 144,66 0,422 37,00 0,178 36,21 0,306 82,71

0,25% de LCC 0,177 170,10 0,416 36,15 0,211 38,72 0,305 82,54
0,50% de LCC 0,151 153,63 0,388 34,48 0,212 4733 0,319 79,81
0,75% de LCC 0,164 171,68 0,420 35,20 0,212 47,24 0,310 78,99
1,00% de LCC 0,164 168,20 0,408 37,83 0,193 4231 0,286 74,79

Média 0,171 161,90 0,403 36,30 0,201 41,49 0,304 80,80
Efeitos ANOVA p-valor
Tratamento 0,3827  0,6624 0,1337 10,5330 0,0608 0,1587 0,8692 0,5867
Regressao p-valor
Linear 0,6027  0,7613 0,8261 10,7873 0,4418 0,0565 0,2579  0,9085
Quadratica 0,6900 0,7409 0,8215 0,5602 0,3214 0,0607 0,2235 10,7748
CV (%) 15,19 19,09 10,16 9,57 10,70 19,18 15,18 13,08

PD - promotor de desempenho; CV — coeficiente de variagdo; SOD - Niveis de superoxido dismutase e
NP-SH - grupos sulfidrilicos ndo-protéicos.

Entre as acOes bioldgicas do acido anacardico tem sido relatado que ele pode atuar
como antioxidante, inibindo varias enzimas pro-oxidantes que estdo envolvidas na
producdo de espécies reativas de oxigénio (Ha e Kubo, 2005; Sun et al., 2006; Green et
al., 2007), agindo diretamente na quelacdo de ions metélicos (Kubo et al., 2006;
Tsujimoto et al., 2007) e prevenindo a geragdo de anion superdxido (Masuka e Kubo,
2004; Kubo et al., 2006; Trevisan et al., 2006). Assim, a atividade antioxidante do acido
anacardico ocorre impedindo a formag&o dos radicais livres, agindo como uma primeira
linha de defesa e, para isso, 0 acido anacardico, ou 0s seus metabolitos, precisam atingir
os locais onde as enzimas estdo localizadas nos sistemas vivos e regular a atividade da
enzima para impedir a geragdo de radicais desnecessarios (Kubo et al., 2006).

Desse modo, como ndo foram observadas diferencas nos niveis de SOD e NP-SH
entre 0s tratamentos, pode-se inferir que as defesas antioxidantes enddgenas foram

suficientes para impedir o estresse oxidativo ou que o efeito antioxidante do &cido
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anacardico ndo pode ser evidenciado, possivelmente, devido a auséncia de fatores que
levassem ao organismo das aves a apresentar estresse oxidativo. Por outro lado, pode-se
afirmar que os niveis de LCC utilizados na ragéo das poedeiras ndo promoveram efeitos
toxicos que fossem significativos aos niveis de NP-SH no figado, fato que foi
confirmado nos pardmetros bioquimicos sanguineos.

Diferente do observado para as poedeiras, Kubo et al. (2006) demonstraram que
uma concentragdo de 30 pL/mL de &cido anacardico foi capaz de inibir 82% da
formacéo de anion superdxido utilizando um ensaio com a enzima xantina oxidase. Ling
(2006) observou aumento da atividade da superdxido dismutase (SOD) e da glutationa
peroxidase (GPx) no soro de ratos diabéticos tratados por trés semanas com o extrato
aquoso de folhas do Anacardium occidentale L. (50, 250, 500 e 1000 mg/kg de peso
vivo). Morais et al. (2010) observaram que o &cido anacérdico (10, 30 e 100 mg/kg de
racdo) foram capazes de restaurar a SOD e 0os NP-SH em secrecBes gastricas de ratos
esgotados por etanol, promovendo a protecdo gastrica. Os possiveis mecanismos para
esses efeitos bem estabelecidos dos &cidos anacardicos estdo relacionado a cadeia lateral
de 15 carbonos e ao grau de insaturagdes ligados ao anel benzeno na sua estrutura
quimica e na atividade das enzimas (Carvalho et al., 2011).

A anélise das substancias reagentes ao &cido tiobarbiturico (TBARS), que mede a
formacdo de produtos secundarios da oxidacdo como o malondiadeido (MDA), é o
método mais comumente utilizado para avaliar a peroxidacdo lipidica (Esterbauer,
1993) e, portanto, pode ser utilizado para determinar a extensdo do dano oxidativo de
membranas celulares. Assim, a atividade antioxidante dos &cidos anacéardicos nos
6rgdos também foi medida pela dosagem de TBARS e conforme os resultados (Tabela
4) ndo houve diferengas significativas entre os tratamentos nos valores de TBARS
determinados no soro sanguineo, figado, magno e Utero, porém foi observada diferenca
significativa nos valores de TBARS no ovario das aves. Na comparacdo entre as
medias, os niveis de 0,75% e 1,00% de LCC proporcionaram menor valor de TBARS
no ovario, enquanto, o tratamento sem promotor de desempenho proporcionou maior
valor de TBARS. A adicdo de promotor de desempenho, bem como os niveis de 0,25 e
0,50% de LCC resultaram em valor intermediario de TBARS em relacdo as aves com
0,75 e 1,00%.
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Tabela 4. Valores de TBARS (mg de MDA/g de tecido) do soro, figado, ovario, magno
e Utero de poedeiras comerciais alimentadas com ra¢des com liquido da castanha de
caju (LCC).

Tratamentos Soro Figado Ovario Magno Utero
Sem PD 14,89 8,15 14,48a 12,11 11,10
Com PD 16,73 7,68 13,20b 12,19 9,87

0,25% de LCC 15,56 7,86 13,02b 12,25 9,74
0,50% de LCC 15,89 7,33 12,72b 12,33 10,02
0,75% de LCC 15,61 7,43 11,48c 12,87 9,81
1,00% de LCC 15,89 7,44 11,58c 13,47 9,56
Média 15,71 7,65 12,73 12,51 10,04
Efeitos ANOVA p-valor
Tratamento 0,7831 0,7841 <0,0001 0,6107 0,1848
Regresséao p-valor
Linear 0,8419 0,4070 0,1081 0,8985 0,6023
Quadratica 0,8316 0,4843 0,3568 0,7016 0,5249
CV (%) 12,32 13,09 6,31 10,60 10,25

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste SNK, a 5% de probabilidade.
TBARS - substancias reativas ao acido tiobarbitdrico; PD - promotor de desempenho; CV — coeficiente
de variagdo.

Estudos em animais e humanos tém demonstrado a presenca de espécies reativas
de oxigénio (EROS) no trato reprodutivo de fémeas em locais como ovérios (Behrman
et al., 2001), devido ao intenso metabolismo de células da granulosa e o aumento no
nimero de macrofagos e granuldcitos neutrofilos na parede folicular em ovulagéo
(Kheradmand et al., 2010). Desse modo, as EROS estdo envolvidos na perda da
sensibilidade das células da granulosa aos hormdnios gonadotrdpicos e na perda da
funcdo esteroidogénica, ocasionando a atresia folicular o que pode levar a redugéo na
producdo de ovos (Margolin et al., 1990). Portanto, a adicdo de antioxidantes a racao de
poedeiras € um recurso importante para reduzir esses efeitos, conforme demonstrado na
presente pesquisa, em que o maior nivel de TBARS foi determinado no ovéario das
poedeiras que ndo receberam antioxidante na ragéo, sendo reduzido no tratamento que
recebeu a adicdo de antioxidante sintético BHT e do LCC e apresentando menor valor a
partir de 0,75% de incluséo de LCC

A menor peroxidacdo lipidica no ovério pode estar relacionada ao efeito
antioxidante promovido pelas substancias presentes no LCC, principalmente do &cido
anacardico, seu maior constituinte, cuja agdo antioxidante foi comprovada por diversos
pesquisadores (Masuka e Kubo, 2004; Ha e Kubo, 2005; Ling, 2006; Kubo et al., 2006;
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Sun et al., 2006; Trevisan et al., 2006; Green et al., 2007; Tsujimoto et al., 2007; Fazali
et al.,, 2011; Gometi et al., 2014). Deszcz e Kozubek (2000) observaram que 0s
alquilresorcindis presentes no LCC, em concentracbes micromolares, comportam-se
como antioxidantes ativos, protegendo os éacidos graxos livres e fosfolipidios contra a
peroxidacdo induzida por ion ferro, auto-oxidacdo de &cidos graxos insaturados e
triglicerideos, assim como da oxidacdo das membranas bioldgicas.

Embora os outros constituintes do LCC em maior proporcdo (carddis e
cardandis) depois do acido anacérdico, tenham merecido atencdo de pesquisas para uso
industrial, a falta de informacGes de seus efeitos sobre 0s animais era uma preocupacao.
Entretanto, os resultados obtidos na presente pesquisa s&o um indicativo que estes ndo
causaram problemas de toxicidade e podem até ter contribuido para a a¢do antioxidante
do LCC, visto que, segundo Andrade et al. (2011), o LCC técnico, constituido de
40,26% de cardanol, 29,95% de cardol, 10,68% de fitosterois, 4,66% de triacontanes e
1,79% de &cido anacéardico, na concentracdo de 100-500 pg/mL, exerceu a¢do protetora
contra o estresse oxidativo em levedura quando esta foi exposta ao paraquat ou H,O»,

indicando o seu efeito antioxidante in vivo.

Conclusdes

A adigdo de até 1,00% do liquido da castanha de caju, como fonte de &cido
anacardico na racdo das poedeiras, ndo influencia os pardmetros bioquimicos do sangue
e a atividade das enzimas no figado, ovario magno e Gtero.

A adicdo de LCC na racdo reduziu a peroxidacéo lipidica no ovério a partir da
inclusdo de 0,75% de LCC.
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Desempenho e qualidade dos ovos de poedeiras alimentadas com

liquido da castanha de caju como fonte de acido anacéardico

RESUMO - A pesquisa teve como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo do liquido da
castanha de caju (LCC) na racéo de poedeiras comerciais sobre o desempenho e a
qualidade dos ovos. Um total de 216 poedeiras comerciais Hisex White foi distribuido
ao acaso em seis tratamentos, com seis repeticdes de seis aves. Os tratamentos
consistiram em: racdo sem promotor de desempenho (PD); racdo com PD e ragdes sem
PD e adicéo de niveis crescente de LCC (0,25; 0,50; 0,75 e 1,00%). A adicdo de LCC
na racdo ndo influenciou as variaveis de desempenho e caracteristicas dos ovos. No
entanto, a cor da gema pelo leque colorimétrico foi superior aos tratamentos sem o PD e
com 0,75% de LCC na racdo e inferior no tratamento com PD. Pela analise de regressao
houve efeito quadratico (Y = 7,056 + 2,129X — 1,72X? R? = 0,69) significativo dos
niveis de inclusdo de LCC sobre a coloragdo da gema medida pelo leque colorimétrico
da DSM, com o melhor nivel estimado para 0,62%. O componente de cor a* foi
superior no nivel de 0,50% de LCC, enquanto o tratamento com o PD obteve o menor
valor. Foi observado efeito quadratico na oxidacdo lipidica na gema do ovo recém-
posto, atingindo o minimo de 0,58% de LCC na ragdo. Na comparacdo entre as médias,
o0 nivel de 0,75% de LCC apresentou menor valor de TBARS, enquanto os tratamentos
com PD, sem PD e com o nivel de 1,00% de LCC apresentaram maiores valores de
TBARS. A adicdo de até 1,00% do LCC, como fonte de acido anacardico na racdo das
poedeiras, ndo influencia o desempenho e a qualidade de ovos, mas melhora a cor da
gema do ovo e o nivel de 0,75% de LCC ¢é efetivo em reduzir a oxidagéo lipidica das

gemas frescas.

Palavras-chave: antioxidante natural, desempenho, oxidagdo lipidica, qualidade dos

0OVO0s.
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Performance and egg quality of laying hens fed cashew nut shell liquid as a source

of anacardic acid

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effects of adding the
cashew nut shell (CNSL) in the diet of laying hens on performance, quality and stability
of lipid eggs. A total of 216 laying hens Hisex White were randomly distributed into six
treatments with six replicates of six birds. The treatments were: diet without
performance promoter (PP); tion with PP; diet without PP; diet with addition of
increasing levels of CNSL without PP (0.25, 0.50, 0.75 and 1.0% CNSL). The addition
of CNSL in the diet did not influence the performance variables and characteristics of
eggs. However, the color of the yolk was superior to treatment with and without PD
CNSL 0.75% in the feed in the bottom and PP treatment. Regression analysis showed a
significant quadratic effect (Y = 7,056 + 2,129X — 1,72X% R? = 0,69) of dietary
inclusion of CNSL on yolk color measured by DSM color fan, with the best estimated
level to 0.62%. The color component a* was superior level of 0.50% CNSL, while
treatment with PD had the lowest value. The lipid oxidation in ovarian follicles showed
no significant differences, however quadratic effect was observed in egg yolk newly
post, reaching a minimum of 0.58% in the feed LCC. Comparing the average level of
0.75% CNSL showed the lowest TBARS, while treatments with PD without PD and the
level of 1.00% CNSL had higher TBARS values. We conclude that the CNSL addition
does not affect the performance and egg quality, but improves the color of egg yolk and
that the level of 0.75% of CNSL is effective in reducing lipid oxidation of fresh yolk.

Keywords: natural antioxidant, performance, lipid oxidation, egg quality.
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Introducéo

Por muitos anos a principal forma de controle de enfermidades bacterianas em
granjas avicolas eram os aditivos antibidticos. No entanto, o uso constante desses
aditivos passou a ser visto como fator de risco para a salde humana devido ao seu
possivel papel na ocorréncia de resisténcia microbiana.

Diante da remocéo dos antibi6ticos promotores de desempenho em dietas de aves
em diferentes partes do mundo, vem aumentando o interesse em pesquisar possiveis
alternativas para manter o bom desempenho e para controlar o crescimento de bactérias
entéricas nocivas. Nesse contexto, os acidos organicos vém se destacando como uma
possivel alternativa aos antibidticos (Luckstadt, 2007), principalmente aqueles extraidos
de partes de plantas como o acido anacérdico presente no liquido da castanha de caju
(LCC).

O liquido da casca da castanha de caju (LCC) corresponde a um liquido escuro,
custico e inflamével extraido do fruto do cajueiro que representa 25% do peso da
castanha e se constitui em uma das fontes mais ricas em lipideos fendlicos iso-
propendides de origem natural (Mazzetto et al., 2009). Em cerca de 90% da composicao
do LCC é de acido anacérdico (derivado do acido salicilico) e alquilresorcindis (carddis
e cardanois), sendo o &cido anacardico o principal composto ativo do LCC.

Algumas acdes biologicas deste &cido tém sido observadas, como atividade
antitumoral, antibacteriana, antifungica, habilidade de inibir algumas enzimas
(tirosinase, prostaglandina sintase e lipoxigenase) e como antioxidante (Toyomizu et al.,
2003).

Himejima e Kubo (1991) e Muniz et al. (2006) demonstram que os &cidos
anacardicos apresentam atividade antibacteriana sobre bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, leveduras e fungos. Como atividade antioxidante, Toyomizu et al. (2000)
afirmam que os &cidos anacérdicos estdo associados a prevengdo dos danos oxidativos
na mitocéndria do figado de ratos. Trevisan et al. (2006) sugerem que esse &cido atua
evitando que ions metélicos de transicdo comecem o processo de oxidacdo inativando os
intermediérios desse processo e ainda inibindo muitas enzimas que auxiliam o processo
de oxidagao.

Em frangos de corte, Toyomizu et al. (2003) demonstraram efeito benéfico do
acido anacérdico na prevencdo das lesdes provocadas pela coccidiose. Enquanto, Lopez

et al. (2012) relataram que a adi¢do de LCC em ragdo na dose de 0,40 mL/kg de ragéo,
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proporcionou desempenho semelhante ao obtido com o antibidtico virginiamicina e
reduziu a concentracdo de Escherichia Coli no contetido intestinal. No entanto, Odunsi
e Oyewole (1996) constataram que a adicdo de LCC na ragdo dessas aves em niveis
acima de 1% prejudicou o desempenho. Entretanto, ainda ndo se conhece a viabilidade
de uso e os efeitos desse &cido organico no desempenho zootécnico das poedeiras.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da inclusdo do liquido da
castanha de caju (LCC) na racdo de poedeiras comerciais sobre o desempenho, a

qualidade e a estabilidade lipidica dos ovos.

Material e Métodos

Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo no
23/2013 de 24 de julho de 2013, e estda de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

O experimento foi conduzido no Departamento de Zootecnia do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Cear4 (UFC), Campus do Pici, Fortaleza
- Ceara, no Setor de Avicultura.

Para condugéo do experimento foram utilizadas 216 poedeiras comerciais Hisex
White, com 40 semanas de idade, alojadas em gaiolas de arame galvanizado (25x40x30
cm), & densidade de duas aves por gaiola. As aves foram distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado, com seis tratamentos e seis repeticdes de seis aves por
tratamento. Os tratamentos aplicados foram: T1 - controle negativo - ragdo sem
promotor de desempenho (PD); T2 - controle positivo - ragdo com promotor de
desempenho; T3 - ragdo com adicéo de 0,25% de liquido da casca da castanha de caju
(LCC) e sem promotor de desempenho; T4 - ragdo com adigdo de 0,50% de LCC e sem
promotor de desempenho; T5 - racdo com adicdo de 0,75% de LCC e sem promotor de
desempenho; T6 - racdo com adicéo de 1,00% de LCC e sem promotor de desempenho.

As racOes experimentais (Tabela 1) utilizadas eram isonutrientes e isoenergéticas,
de acordo com as exigéncias nutricionais das aves, pelas recomendag6es do manual de
manejo da linhagem (Manual de manejo Hisex White, 2008) e conforme os valores de

composicdo dos alimentos propostos por Rostagno et al. (2011).
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Tabela 1. Composicéo das ragdes experimentais.

Niveis de liquido da castanha de caju

Ingredientes Controle Controle (%)
(%) sem PD comPD

0,25 0,50 0,75 1,00

Milho 61,40 61,40 61,40 61,40 61,40 61,40

Farelo de soja 26,15 26,15 26,15 26,15 26,15 26,15
Oleo de soja 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31 0,31
Calcario calcitico 8,79 8,79 8,79 8,79 8,79 8,79
Fosfato bicalcico 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70 1,70
DL-metionina 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13 0,13
Vitamina para posturat 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Mineral para postura2 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Sal comum 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37 0,37
Inerte (areia lavada) 1,00 0,97 0,75 0,50 0,25 0,00
Halquinol 60% 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Enramicina - 8% 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
Antioxidante? 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
LCC 0,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composicdo nutricional e energética

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2.700 2.700 2.700 2.700 2.700 2.700
Proteina bruta (%) 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00 17,00
FDN (%) 10,84 10,84 10,84 10,84 10,84 10,84
FDA (%) 4,31 4,31 4,31 4,31 4,31 4,31
Acido linoleico (%) 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53 1,53
Calcio (%) 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90 3,90
Fésforo disponivel (%) 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41 0,41
Fésforo total (%) 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62 0,62
Sédio (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Lisina digestivel (%) 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79
Metionina digestivel (%) 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36 0,36
Met + cistina digestivel (%) 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60 0,60
Treonina digestivel (%) 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57 0,57
Triptofano digestivel (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18

1Vitamina (quantidade fornecida por quilograma do produto): vitamina A - 20.000.000 Ul/kg; vitamina
D3 - 7.000.000 Ul/kg; vitamina E - 80.000 mg/kg; vitamina K3 (Menadiona) — 4.000 mg/kg; vitamina B1
- 3.000 mg/kg; vitamina B2 - 10.000 mg/kg; vitamina B6 - 6.000 mg/kg; vitamina B12 - 20.000 mcg/kg;
vitamina C — 300 mg/kg; niacina - 60.000 mg/kg; ac. pantoténico - 20.000 mg/kg; biotina — 50 mg/kg; ac.
félico - 1.000 mg/kg; selénio — 600 mg/kg. 2Minerais (quantidade fornecida por quilograma do produto):
ferro - 50.000 mg/kg; cobalto — 200 mg/kg; cobre - 10.000 mg/kg; zinco - 60.000 mg/kg; manganés
inogarnico - 80.000 mg/kg; iodo - 1.000 mg/kg. *Banox: BHA, BHT, Propilgalato - Alltech do Brasil
Agroindustrial Ltda.

Para obtengdo do LCC (liquido da casca da castanha de caju) foram adquiridas
castanhas de caju no mercado local e levadas ao Laborat6rio de Produtos Naturais do

Departamento de Quimica Orgéanica e Inorgénica do Centro de Ciéncia da Universidade
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Federal do Ceard, onde foram submetidas ao aquecimento em estufa a 175 °C por 45
minutos para a liberacdo do LCC e coleta, conforme Trevisan et al. (2006). Em 100 g de
castanha foi obtido 30 g de LCC, em que 50% deste LCC continha uma mistura de
acidos anacardicos, 30% de cardanol e 20% de cardol.

O periodo experimental foi de 105 dias divididos em cinco periodos de 21 dias
cada. As aves receberam ragdo e agua a vontade durante todo periodo experimental,
com iluminacdo de 16 horas diarias de luz. Os comedouros foram abastecidos duas
vezes ao dia, no inicio da manhd e ao final da tarde.

Diariamente, durante todo o periodo experimental, a temperatura e umidade
relativa do ar dentro do galpdo foram medidas com termémetro de méxima e minima e
psicrometro, respectivamente. Os dados foram registrados diariamente e as leituras
realizadas as 8:00 e 16:00 horas. No final do experimento os valores médios obtidos da
temperatura minima e maxima e umidade relativa do ar no galpdo foram 26,82 + 1,56
°C, 30,33 + 1,40 °C e 70%, respectivamente.

As varidveis de desempenho avaliadas foram: consumo de racéo (g/ave/dia),
producéo de ovos (%/ave/dia), conversdo alimentar (g de racdo/g de ovo), peso do ovo
(9) e massa de ovo produzida (g/ave/dia).

O consumo de ragédo foi calculado pela diferenca entre a quantidade de ragdo
ofertada e a sobra ao final de cada periodo. A producdo de ovos foi registrada
diariamente por gaiola e, ao final de cada periodo foram calculadas as percentagens de
postura. Com base nos dados de consumo de ragdo e produgéo de ovos foi realizado o
célculo de conversao alimentar. A determinagdo do peso médio dos ovos (g) foi realizada
dividindo-se o peso total dos ovos coletados pelo nimero de ovos postos por cada
repeticdo. A pesagem dos ovos foi realizada uma vez por semana em balancga eletrénica
de precisdo (0,01g). A massa de ovos foi calculada pela multiplicagdo do peso médio
dos ovos pela percentagem de postura.

Para a avaliacdo da qualidade dos ovos, durante todo periodos experimental, uma
vez por semana todos os ovos de cada parcela foram coletados, identificados e avaliados
em funcdo das varidveis: percentagens (%) de gema, albumen e casca, Unidades Haugh
(UH), densidade especifica (g/cm3), espessura da casca (mm) e cor de gema.

Para as anélises de qualidade, foram selecionados aleatoriamente trés ovos por
parcela evitando-se 0s ovos quebrados, trincados ou sujos. Inicialmente, determinou-se
a gravidade especifica (GE) dos ovos, conforme Freitas et al. (2004), em que foi

montado o sistema de pesagem dos ovos sobre balanca eletrénica (0,01g), para pesagem



83

do ovo no ar e na dgua. Os valores de pesos obtidos foram anotados para o célculo da
GE através da equacdo GE=PO/ (PA x F), onde: PO = peso do ovo no ar, PA = peso do
ovo na 4gua e F = fator de correcdo da temperatura. Apds a determinacdo da GE, os
ovos foram quebrados sobre uma superficie de vidro para a determinagdo da altura do
albumen, por meio de um micrémetro de profundidade. Os dados da altura do albimen
e do peso dos ovos foram utilizados no célculo do valor da unidade Haugh (UH), pela
equacdo UH = 100 log (H + 7,57 - 1,7 W®%'), em que H é a altura do albGmen (mm), e
W é o peso do ovo (g).

Para determinar as proporcdes (%) de cada constituinte nos ovos, as gemas foram
separadas e pesadas em balanca de precisdo, e as cascas foram lavadas, postas para
secar & temperatura ambiente por 48 horas, e entdo pesadas. As proporcdes de gema e
casca foram obtidas pela relagéo entre o peso de cada porgéo e o peso do ovo, e a de
albumen foi determinada por diferenca: albumen = 100 - (gema + casca).

As gemas foram avaliadas quanto & cor, através da comparacdo visual com o
leque colorimétrico da DSM e através de medi¢do objetiva mediante colorimetro
Minolta CR300, Tokyo, operando no sistema CIE (L*, a* e b*). Sendo L* a
luminosidade, a* a intensidade da cor vermelha e b* a intensidade da cor amarela. Para
tal, a sonda de medicéo foi colocada em contato com a superficie da gema ap6s um
minuto da quebra do ovo fresco. A calibragdo do aparelho foi realizada por meio de
placa de ceramica branca, utilizando-se o iluminante Degs.

Para determinar a espessura da casca dos ovos, ap0s a pesagem das cascas, foram
retirados fragmentos de casca dos p6los maior e menor e regido equatorial dos ovos para
medida da espessura da casca em cada regido com o uso de micrometro digital com
divisdes de 0,01mm. A espessura da casca foi considerada como a media da espessura
obtida nas trés regides do ovo.

A oxidacdo lipidica foi avaliada através da determinacdo das substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS), utilizando-se o método de extracdo &cido agquosa
(Cherian et al., 2002) em gemas in natura. No final do periodo de experimental, foram
coletados trés ovos de cada repeticdo, onde as gemas foram separadas da clara,
colocadas em béquer, homogeneizadas e levadas para analise. O niumero de substancias
reativas na amostra foi expresso como miligrama de malonaldeido por quilograma de

gema.



84

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas com o SAS (2000). Os dados
de todos os tratamentos foram submetidos a analise de variancia (Proc Anova, SAS),
segundo delineamento inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste de
Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade. Também, realizou-se a analise
de regresséo, excluindo-se os tratamentos sem adicdo de LCC, para se determinar o

melhor nivel de LCC nas rag@es.

Resultados e Discussao

Né&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos para todas as
varidveis de desempenho avaliadas, o que indica que a inclusdo de LCC na ragéo nédo
melhorou ou prejudicou o desempenho das poedeiras, assim como, a adigdo ou ndo de

promotor de desempenho antibiotico (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho de poedeiras comerciais alimentadas com ragbes com liquido da
castanha de caju (LCC).

Consumo de ~ Conversao
Tratamentos racdo OProduc;a_o Pesodoovo  Massa de ovo alimentar
(glave/dia) (%l/ave/dia) (9) (g/ave/dia) (9la)
Sem PD 105,61 93,54 61,63 57,63 1,84
Com PD 103,34 96,95 60,37 58,52 1,77
0,25% de LCC 103,79 94,55 59,94 56,69 1,83
0,50% de LCC 105,43 94,40 60,66 57,25 1,84
0,75% de LCC 102,88 93,08 59,67 55,59 1,86
1,00% de LCC 103,71 93,09 60,02 55,85 1,86
Média 104,13 94,27 60,38 56,92 1,83
Efeitos ANOVA p-valor
Tratamento 0,4727 0,0863 0,4240 0,2093 0,0608
Regressdo p-valor
Linear 0,6255 0,1843 0,8133 0,3011 0,3401
Quadratica 0,7573 0,9318 0,8007 0,8665 0,9051
CV (%) 2,75 2,58 2,82 3,85 2,95

PD - promotor de desempenho; LCC - liquido da castanha de caju; CV — coeficiente de variagdo.

Os resultados obtidos com a adi¢éo de LCC podem ser vistos como um indicativo
de que os niveis utilizados ndo interferem no aproveitamento dos nutrientes da ragdo e
que a administracdo do LCC permitiu o desenvolvimento e o crescimento normais dos

animais, excluindo a possibilidade de efeitos téxicos ou antinutricionais do aditivo.
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Além disso, ndo altera a palatabilidade da racdo de modo a influenciar no consumo de
ragao.

Por outro lado, a auséncia de efeitos do tratamento sem o promotor de
desempenho sobre o desempenho das aves é um indicativo de que as aves ndo sofreram
nenhum desafio sanitario que pudesse afetar o desempenho, o que dificultou a avaliacéo
de uma possivel resposta das aves a uma das ac¢des bioldgicas benéficas do LCC. De
acordo Cromwell (1991), o efeito benéfico dos antibidticos promotores de desempenho
é maior em condicOes de campo, com respostas duas vezes maiores que as observadas
em estacOes experimentais, por causa das diferencas de higiene e estresse e pela
presenca de doencgas. Assim, alguns pesquisadores (Jang et al., 2004; Viola e Vieira,
2007; Lopez et al., 2012) atribuiram a auséncia de variacdo no desempenho em ensaios
de avaliacdo do uso de é&cidos orgénicos frente ao uso de antibidticos a boa nutrigéo
ofertada e as condi¢cbes ambientais ideais que esses animais foram mantidos, com
destaque para a boa desinfecgdo das instalagdes.

A auséncia de influéncia significativa de acidos organicos (Sakomura et al., 1998;
Lépez et al., 2012; Kaya et al., 2013) ou extratos vegetais (Ozek et al., 2011) na
alimentacdo sobre o desempenho das aves é comum. No entanto, outras pesquisas
(Gama et al., 2000; Bonato et al., 2009; Ribeiro et al., 2010; Youssef et al. 2013) tém
demostrado efeitos benéficos na utilizacdo desses aditivos na racdo das aves. A
divergéncia apresentada nos resultados encontrados na literatura se deve as diferentes
caracteristicas dos 4cidos organicos existentes e a necessidade de se adequar a dose de
cada acido ou mistura frente a diversidade de condi¢Bes que se apresentam nas criacoes
de aves. Dessa forma, evidencia-se a importancia de estudos mais detalhados com a
utilizagdo do LCC, como fonte de &cido anacérdico, na alimentacdo de poedeiras sobre
as variaveis de desempenho.

Assim como para as varidveis de desempenho, ndo foi observado efeito
significativo dos tratamentos sobre a percentagem de albimen, gema e casca, gravidade
especifica, unidades Haugh e espessura da casca (Tabela 3).

Conforme os resultados, o nivel de LCC na ragdo ndo promoveu alteragdes na
qualidade dos ovos. A proteina, os aminoacidos e o &cido linoléico sdo normalmente 0s
fatores nutricionais mais importantes que afetam o peso do ovo e que estdo diretamente
relacionados com a proporg¢édo dos componentes do ovo (Leeson e Summers, 1997).
Portanto, como a formulagéo da ragdo utilizada no experimento foi realizada para conter

niveis iguais de energia metabolizavel, proteina bruta, célcio, fésforo disponivel, sodio,
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acido linoléico, metionina e metionina + cistina, pode-se sugerir que a energia e 0s
nutrientes ingeridos pelas aves foram suficientes para que as caracteristicas e a
qualidade dos ovos se mantivessem estaveis. Por outro lado, pode-se supor que o LCC

ndo influenciou na digestibilidade dos nutrientes e no metabolismo das aves.

Tabela 3. Caracteristica e qualidade de ovos de poedeiras comerciais alimentadas com

races com liquido da castanha de caju (LCC).

Gravidade Unidades

Tratamentos Albimen Gema Casca especifica Haugh Espessura da
(%) (%) (%) (glcm?) (UH) casca (mm)
Sem PD 64,53 26,14 9,49 1,083 80,43 0,315
ComPD 64,22 26,33 9,45 1,082 78,72 0,322
0,25% de LCC 64,24 25,95 9,64 1,082 80,23 0,323
0,50% de LCC 64,20 26,34 9,47 1,081 79,79 0,322
0,75% de LCC 63,88 26,36 9,76 1,080 82,20 0,328
1,00% de LCC 64,49 25,94 9,57 1,080 81,13 0,327
Média 64,26 26,23 9,56 1,081 80,42 0,322
Efeitos ANOVA p-valor
Tratamento 0,3411 0,4832 0,0648 0,4076 0,1553 0,1919
Regressao p-valor
Linear 0,6673 0,9825 0,8484 0,3555 0,2688 0,3386
Quadratica 0,1647 0,0815 0,9796 0,6093 0,7622 1,0000
CV (%) 0,82 1,93 2,00 0,26 2,72 2,81

PD - promotor de desempenho; LCC - liquido da castanha de caju; CV — coeficiente de variagdo.

Vérios estudos tém demonstrado que o uso de acidos organicos, 6leos essenciais e
extratos de planta na suplementacdo de racdo para poedeiras apresentam efeitos
diferentes sobre a qualidade de ovos. Yalcin et al. (2000), Soltan (2008) e Ozek et al.
(2011) observaram melhora em alguns parametros de qualidade interna e na casca dos
ovos com a adicdo de &cidos organicos na racdo das poedeiras. No entanto, outros
estudos relatam a auséncia de beneficios da adi¢do desses &cidos (Gama et al., 2000;
Yesilbag e Colpan, 2006; Kaya et al., 2013) ou extratos vegetais (Botsoglou et al.,
2005; Florou-Paneri et al., 2005; Bonato et al., 2009) sobre essas variaveis. Esses
resultados contraditorios podem ser tanto devido ao nivel da suplementagdo do &cido
organico, dleo essencial e extrato da planta quanto a fonte de onde séo extraidos.

Os dados de cor da gema, os componentes da cor da gema e os valores de TBARS
na gema dos ovos das aves que foram submetidas aos diferentes niveis de LCC s&o

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4. Coloragdo, componentes da cor e valores de TBARS na gema dos ovos de

poedeiras alimentadas com liquido da castanha de caju.

Tratamentos Coloragdo Parametros da cor TBARS
L* a* b* (mg de MDA/kg de gema)
Sem PD 7,79 76,95 3,10abc 68,20 1,10a
Com PD 7,12¢ 77,72 2,18¢c 67,78 1,12a
0,25% de LCC 7,51b 75,80 2,40bc 66,35 0,98ab
0,50% de LCC 7,59 75,85 4,30a 67,00 0,93ab
0,75% de LCC 7,78a 76,76 3,60ab 69,09 0,84b
1,00% de LCC 7,43b 74,88 3,55ab 66,11 1,12a
Média 7,54 76,23 3,24 67,35 1,01
Efeitos ANOVA p-valor
Tratamento <0,0001 0,2761 0,0010 0,0963 0,0037
Regresséao p-valor
Linear 0,8836 0,2517 0,1062  0,6869 0,6988
Quadrética 0,0046 0,9055 0,3674  0,9069 0,0016
CV (%) 1,68 2,17 19,68 2,34 10,06

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem, pelo teste SNK, a 5% de probabilidade.
PD - promotor de desempenho; LCC - liquido da castanha de caju; CV — coeficiente de variagdo.

Pela andlise de regressdo pode-se constatar efeito quadratico significativo dos
niveis de inclusdo de LCC sobre a coloragdo da gema medida pelo leque colorimétrico
da DSM, cuja equacdo foi Y = 7,056 + 2,129X — 1,72X? (R? = 0,69). De acordo com a
equacdo, a cor da gema aumentou inicialmente atingindo o nivel maximo de 0,62% de
LCC na ragdo, diminuindo em seguida. No teste de médias houve efeito significativo
dos tratamentos sobre a coloragdo da gema, onde a cor da gema foi superior para 0s
tratamentos sem o promotor de desempenho e com 0,75% de LCC na ragéo e inferior no
tratamento com promotor de desempenho. Por outro lado, o componente de cor a*
(intensidade de vermelho) foi superior no nivel de 0,50% de LCC, enquanto o
tratamento com o promotor de desempenho obteve o menor valor.

A cor da gema é uma caracteristica sensorial de relevancia econdmica por ser
associada a sua qualidade nutricional, onde, normalmente, os consumidores associam a
cor da gema a sua quantidade de vitaminas. O milho é o ingrediente com maior
participacdo em racOes para aves e principal fonte de carotendides, pigmentos que
conferem a cor amarela a gema dos ovos (Moura et al., 2011). Entretanto, o0s
carotendides apresentam propriedades antioxidantes, pois sdo compostos por uma
cadeia polieno formado por ligagcbes duplas conjugadas (Cerqueira et al., 2007). O
sistema de duplas ligagdes conjugadas favorece para que ocorra a captagdo do oxigénio

singlet e de radicais livres, interrompendo as reacOes em cadeia onde eles estdo
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envolvidos (Sikora et al., 2008). Além disso, a presenca dessas ligacbes facilita a
oxidacéao dos carotendides, o que provoca uma perda da coloragdo nos alimentos (Silva
et al., 2010). Dessa forma, os resultados deste estudo sugerem que o LCC adicionado na
racdo das poedeiras pode ter auxiliado na reducdo da perda da coloragéo da gema em
virtude da oxidacdo e/ou que o LCC pode apresentar pigmentos capazes de afetar a
intensidade do vermelho das gemas.

Na literatura tem-se apresentado algumas pesquisas com a adicdo de acidos
orgénicos na racgdo de poedeiras que ndo apresentaram efeitos na coloracéo da gema dos
ovos (Yesilbag e Colpan, 2006; Park et al. 2009). No entanto, aditivos naturais podem
alterar a coloragdo da gema, visto que estes podem conter pigmentos capazes de se
depositarem na gema.

Radwand et al. (2008) utilizaram diferentes antioxidantes naturais presente no
tomilho, alecrim, orégano e acafrdo-da-terra na racdo de poedeiras e observaram
melhora na cor da gema com adicéo de 1% de acafrdo-da-terra. Fredriksson et al. (2006)
utilizaram algas marinhas na alimentacdo de poedeiras e observaram aumento no
componente a* (intensidade do vermelho) com o nivel de inclusdo. Enquanto, Lim et al.
(2005) forneceram ragdo com alho em po6 e cobre e ndo observaram efeito na cor da
gema. Ozek et al. (2011) ndo obtiveram diferencas significativas na cor da gema de aves
alimentadas com racdo contendo uma mistura de 6leos essenciais.

A analise das substancias reagentes ao &cido tiobarbiturico (TBARS) é um dos
meétodos mais utilizados para determinar a rancidez oxidativa em alimentos (Esterbauer,
1993). Ela mede a formagdo de produtos secundérios da oxidagdo, principalmente
malonaldeido, que pode contribuir para formagdo de odor e sabor de gordura oxidada
(Kanatt et al., 2010; Lee et al., 2011). Assim, a atividade antioxidante dos &cidos
anacardicos a resposta da estabilidade dos lipideos da gema apresentou diferengas
significativas na gema do ovo in natura (Tabela 4).

Pela anélise de regressdo, foi observado efeito quadratico (Y = 1,25 - 1,45X +
1,26X% R? = 0,80) dos niveis de LCC sobre os valores de TBARS da gema do ovo.
Segundo a equacgao, os valores do TBARS diminuiram atingindo o minimo por volta de
0,58% de LCC, aumentando em seguida. Esse aumento da oxidacéo lipidica das gemas
pode sugerir um efeito pré-oxidante do LCC quando concentragBes maiores Sdo

utilizadas.
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Na comparagdo entre as médias, o nivel de 0,75% de LCC apresentou menor valor
de TBARS, enquanto os tratamentos com e sem promotor de desempenho e com o nivel
de 1,00% de LCC apresentaram maiores valores de TBARS (Tabela 4).

A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico pode ser decorrente
da ingestdo dessas substancias na ragdo e da posterior transferéncia para a gema ou,
ainda, resultante da produgdo enddgena dessas substancias pelas poedeiras (Radwan et
al., 2008). Dessa forma, o nivel de TBARS nos ovos, esta diretamente relacionado a
composicao lipidica e & transferéncia do antioxidante para os ovos (Shahryar et al.,
2010).

Portanto, esses resultados sugerem uma agdo protetora dos antioxidantes presentes
no LCC sobre os ovos in natura, demonstrando que a incorporagéo de antioxidantes
naturais nas ragdes das poedeiras pode propiciar melhora na estabilidade lipidica da
gema dos ovos. Resultados semelhantes foram obtidos por Botsoglou et al. (2005) que
encontraram menor valor de malonaldeido em ovos de galinhas alimentadas com racdes
contendo a-tocoferol em relagcdo ao controle. Radwan et al. (2008) obtiveram reducéo
na formagdo de malonaldeido na gema de ovo quando adicionaram 1,0% de orégano ou
1,0% de alecrim ou 0,5% de agafrdo-da-terra durante a fase de postura. Zhao et al.
(2011) observaram melhora na estabilidade oxidativa da gema do ovo quando
adicionaram nas racdes das poedeiras o gengibre em pé.

Apesar dos resultados indicarem que a utilizagdo do LCC ndo foi capaz de
melhorar o desempenho e algumas das caracteristicas de qualidade dos ovos das
poedeiras devido a auséncia de desafio de sanitario, foi possivel observar os efeitos
positivos do LCC na coloragdo da gema e estabilidade oxidativa do ovo. No entanto,
novos estudos devem ser realizados para avaliar o LCC como um aditivo natural na
alimentagdo das aves, visto que, segundo Freitas et al (2014), a acdo do aditivo em
beneficiar o animal depende do nivel de desafio a que este animal foi submetido no

campo.

Conclusdes

A adigdo de até 1,00% do liquido da castanha de caju, como fonte de &cido
anacardico na racdo das poedeiras ndo influencia no desempenho e na qualidade dos
ovos. Constatou-se que o nivel de 0,75% de LCC € efetivo em reduzir a oxidagao

lipidica das gemas in natura e melhorar a coloragéo da gema.
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CONSIDERACOES FINAIS E IMPLICACOES

Nas condicdes experimentais do presente estudo mostrou que é possivel substituir os
antibiéticos promotores de desempenho em ragBes para poedeiras por aditivos
alternativos. O liquido da castanha de caju (LCC), como fonte de 4cido anacérdico,
destaca-se por ser um 4&cido organico, apresentar capacidade antioxidante e ndo ser
toxico ao organismo das poedeiras. No entanto, na auséncia de desafio de campo, o
LCC ndo melhora o desempenho e algumas das caracteristicas de qualidade dos ovos.
Portanto, é necesséria a realizacdo de novos estudos com esse aditivo na alimentagéo de
poedeiras, baseado no principio de que a acdo do aditivo em beneficiar o animal

depende do nivel de desafio a que este animal foi submetido no campo.



