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RESUMO

Objetivou-se avaliar a associacdo de anacardato de célcio e acido citrico, sobre parametros
hematoldgicos e bioquimicos do sangue, sistema digestivo, desempenho, caracteristicas de
carcaga, oxidacdo lipidica do soro sanguineo e figado, parametros de qualidade da carne in
natura, concentracdo de compostos fenolicos da carne in natura, potencial e atividade
antioxidante da carne in natura, oxidacao lipidica da carne in natura e armazenada, parametros
Osseos e a incidéncia da sindrome do osso negro. Para isso, 768 pintos machos de frangos de
corte da linhagem Ross com 1 dia de idade, foram distribuidos em delineamento experimental
inteiramente casualizado com oito tratamentos e seis repetigdes de 16 aves. Os tratamentos
foram constituidos por: racdo controle negativo (sem promotor de crescimento € sem
anticoccidiano); ragdo controle positivo (com promotor de crescimento e anticoccidiano); ragao
com 0,25% AnCa (Anacardato de célcio) + 0,25% AC (Acido citrico); ragdo com 0,50% AnCa
+0,25% AC; ragao com 0,50% AnCa + 0,50% AC; ragao com 0,75% AnCa + 0,25% AC; ragao
com 0,75% AnCa + 0,50% AC; racao com 0,75% AnCa + 0,75% AC. Aves alimentadas com
racdo controle negativo, as diferentes combinacdes de anacardato e acido citrico reduziram o
nivel de &cido trico no sangue das aves aos 21 dias de idade. O peso relativo do duodeno foi
maior com a adi¢ao de 0,75% AnCa + 0,50% AC e 0,75% AnCa + 0,75% AC aos 21 ¢ 42 dias
de idade. A capacidade antioxidante do sangue aumentou com a adi¢do de racdes contendo
0,50% AnCa + 0,25%AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC; 0,75% AnCa
+ 0,50% AC e 0,75% AnCa + 0,75%AC aos 42 dias de idade. A oxidagdo lipidica do sangue
diminuiu com todas as doses de AnCa + AC aos 42 dias de idade e a oxidagao lipidica do figado
diminuiu com todas as doses de AnCa + AC aos 21 e 42 dias de idade. Quanto ao desempenho,
no periodo de 1 a 42 dias de idade a conversdo alimentar melhorou com a combinagdes de
0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC; e 0,75% AnCa + 0,50% AC. O potencial
(DPPH) e a atividade (ABTS) antioxidante da carne aumentaram com a adi¢do a partir de 0,50%
AnCa + 0,50% AC em relacdo aos tratamentos controle negativo e controle positivo. Quanto
aos compostos fenolicos da carne, todos tratamentos com combinagdes de AnCa + AC
apresentaram maior concentracdo em relacdo ao tratamento controle negativo. Na avaliacdo da
estabilidade lipidica da carne, observou-se que a carne in natura € armazenada oriundas de aves
alimentadas com as diferentes combinagdes de AnCa + AC apresentaram melhores valores
comparados ao tratamento controle negativo. Nao houve diferenga significativa entre os
tratamentos para os parametros 0sseos € quanto a incidéncia da sindrome do osso negro.

Conclui-se que a concentragdo de acido urico sanguineo em frangos até 21 dias reduz com a



adi¢do de anacardato de calcio e acido citrico em todos os niveis testados. J4 o consumo de
racdo e ganho de peso reduzem com a adi¢do das combinagdes de 0,50% AnCa e 0,25% AC;
0,50% AnCa e 0,50% AC; 0,75% AnCa ¢ 0,25% AC; 0,75% AnCa e 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa
e 0,75% AC. Contudo, quando se considera o periodo total de criacdo, pode-se recomendar a
adi¢ao de 0,50% AnCa + 0,50% AC, visto que esta combinagdo melhora o estado oxidativo no
sangue e figado dos frangos aos 42 dias de idade e a conversao alimentar. A combinagao 0,50%
AnCa + 0,50% AC também se mostrou suficiente para obten¢ao dos beneficios de melhoria na
concentragdo de compostos fendlicos, atividade e capacidade antioxidante da carne in natura e
reducdo na oxidagdo lipidica da carne in natura e armazenada por 60 dias. O crescimento,
qualidade dssea e a incidéncia da sindrome do osso negro nao sdo alterados com a adi¢ao de

até 0,75% de anacardato de calcio em associagdao com 0,75% acido citrico.

Palavras-chave: antioxidante; acido anacardico; acido organico; desempenho.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the association of calcium anacardate and citric acid on
hematological and biochemical parameters of the blood, digestive system, performance, carcass
characteristics, lipid oxidation of blood serum and liver, fresh meat quality parameters,
concentration of compounds phenolics of fresh meat, potential and antioxidant activity of fresh
meat, lipid oxidation of fresh and stored meat, bone parameters and the incidence of black bone
syndrome. For this, 768 male Ross broiler chicks, 1 day old, were distributed in a completely
randomized experimental design with eight treatments and six replications of 16 birds. The
treatments consisted of rations, which were: negative control ration (without growth promoter
and without anticoccidial); positive control ration (with growth promoter and with
anticoccidial); feed with 0.25% AnCa (Calcium anacardate) + 0.25% AC (Citric acid); feed
with 0.50% AnCa + 0.25% CA; feed with 0.50% AnCa + 0.50% CA; feed with 0.75% AnCa +
0.25% CA; feed with 0.75% AnCa + 0.50% CA; feed with 0.75% AnCa + 0.75% AC. According
to the results, in relation to the birds fed with negative control ration, the different combinations
of anacardate and citric acid reduced the level of uric acid in the blood of the birds at 21 days
of age. The relative weight of the duodenum was greater with the addition of 0 .75% AnCa +
0.50% AC and 0.75% AnCa + 0.75% AC at 21 and 42 days of age. The blood antioxidant
capacity increased with the addition of diets containing 0.50% AnCa + 0, 25% AC; 0.50% AnCa
+ 0.50% AC; 0.75% AnCa + 0.25% AC; 0.75% AnCa + 0.50% AC and 0.75% AnCa + 0.75%
AC at 42 days of age. The blood lipid oxidation decreased with all doses of AnCa + AC at 42
days of age and the Liver lipid oxidation decreased with all doses of AnCa + AC at 21 and 42
days of age. As for performance, in the period from 1 to 42 days of age, feed conversion
improved with combinations of 0.50% AnCa + 0.50% CA; 0.75% AnCa + 0.25% AC; and
0.75% AnCa + 0.50% AC. The meat antioxidant potential (DPPH) and activity (ABTS)
increased with the addition of 0.50% AnCa + 0.50% AC in relation to the negative control and
positive control treatments. As for meat phenolic compounds, all treatments with combinations
of AnCa + CA showed higher concentrations compared to the negative control treatment. In the
evaluation of the lipid stability of the meat, it was observed that the fresh and stored meat from
birds fed with the different combinations of AnCa + AC presented better values compared to
the negative control treatment. There was no significant difference between treatments for bone
parameters and the incidence of black bone syndrome. It is concluded that the concentration of
blood uric acid in chickens up to 21 days old reduces with the addition of calcium anacardate

and citric acid at all levels tested. Thus, feed intake and weight gain decrease with the addition



of combinations of 0.50 % AnCa and 0.25% AC; 0.50% AnCa and 0.50% AC; 0.75% AnCa and
0.25% AC; 0.75% AnCa and 0.50% AC and 0.75% AnCa and 0.75% AC. However, when
considering the total rearing period, the addition of 0.50% AnCa + 0.50% AC can be
recommended due to this combination improves the oxidative state in the blood and liver of
chickens at 42 days of age and food conversion. The combination of 0.50% AnCa + 0.50% CA
was also sufficient to obtain the benefits of improving the concentration of phenolic
compounds, activity and antioxidant capacity of fresh meat and reduction in lipid oxidation of
fresh and meat stored for 60 days. Growth and bone quality and the incidence of black bone
syndrome are not altered with the addition of up to 0.75% calcium anacardate in association

with 0.75% citric acid.

Keywords: antioxidant; anacardic acid; organic acid; performance.
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1 CONSIDERACOES INICIAIS

Um grande aumento na eficiéncia da produgao de frangos de corte foi alcangado
através da selecdo genética intencional utilizando técnicas quantitativas tradicionais
(HUNTON, 20006), associada aos avangos cientificos nas areas de nutri¢do, sanidade e manejo
(WEIMER et al., 2022).

Ao avaliar a evolucao na producao de frangos de corte de 1957 a 2005, houve uma
reducdo de 50% na conversao alimentar (ZUIDHOF et al., 2014). Por outro lado, a sele¢do para
alto desempenho associado a intensificagdo na producao de aves, aumentando a eficiéncia de
producdo principalmente associado ao maior metabolismo, aumenta a sensibilidade a variagdes
no ambiente de criagdo, erros nutricionais devido aos ingredientes da racdo (LEESON, 2007),
desafios sanitarios (FASCINA et al., 2012), e consequentemente, levando a situagdes de
reducdes no desempenho, incluindo defeitos esqueléticos aumentados (RATH et al., 2000;
ZUIDHOF et al., 2014) e disturbios metabolicos (OLKOWSKI, 2007).

Com isso, aumentou o uso de antibidticos promotores de crescimento, visando
melhor controlar bactérias patogénicas, visto o impacto da satde intestinal na produ¢do animal,
pois o trato gastrointestinal (TGI) tem fungdes digestivas, absortivas, metabolicas,
imunologicas e endocrinoldgicas (SVIHUS, 2014). Logo, as injarias da satide intestinal podem
afetar de uma a varias funcdes sistémicas (OVIEDO-RONDON, 2019), acarretando em perdas
de desempenho animal (ABD EL-HACK et al., 2022b).

No entanto, devido a presenga de residuos de antibidticos em produtos avicolas e ao
aumento no surgimento de bactérias resistentes a antibioticos, a Unido Europeia proibiu, no ano
de 2006, o uso dos antibidticos como promotores de crescimento na producdo de aves
(NAMDEQO et al., 2020). Na producdo brasileira para consumo interno, varios antibioticos
também ndo sdo mais aceitos como promotores de crescimento (MAPA, 2020).

Assim, varias pesquisas t€m sido realizadas, avaliando aditivos alternativos aos
antibidticos promotores de crescimento, como fitogénicos, acidos organicos, probidticos e
prebidticos com resultados semelhantes e/ou melhores aos antibidticos promotores de
crescimento.

O acido anacardico, composto fenolico encontrado em diversas partes da planta
cajueiro (Anacardium ocidentale L.), e em maiores concentragdes no fruto, tem propriedades
importantes que podem contribuir como uma alternativa aos antibidticos promotores de
crescimento. Existe uma vasta literatura comprovando seu efeito antioxidante e antibacteriano

(ANDRADE et al.,2011; HOLLANDS et al., 2016) além de outros efeitos. Algumas pesquisas
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j& foram realizadas com animais utilizando diferentes fontes de acidos anacardicos, como
Liquido da casca da castanha de caju-LCC (BRAZ et al.,2017; BRAZ et al.,2019) e anacardato
de calcio (MATOS et al., 2017; FERREIRA et al., 2020; SANTOS et al., 2022; FREITAS et
al., 2022).

O valor pKa do AnCa esta entre 4 e 5, portanto, o pH luminal deve ser inferior a 4
para que ocorra a dissociagdo (FERREIRA et al., 2020). Caso ndo ocorra a completa
dissociagdo, pode-se reduzir os possiveis efeitos do acido anacardico. Assim, potencializar a
redu¢do no pH intestinal, pode corroborar para melhor disponibilidade e consequentemente
acao do acido anacardico. Além disso, sabe-se que os beneficios podem ser potencializados
quando se faz combinagdo de aditivos, por exemplo, combinando com o acido citrico.

O 4cido citrico € um 4cido organico fraco, substancia intermediaria no metabolismo
oxidativo e rapidamente metabolizado em gas carbonico e agua apds a ingestdo (MELAKU et
al., 2021). E muito utilizado com efeitos comprovados de redu¢io do pH, pois cria uma
condi¢do acida no estomago, que impede o crescimento de bactérias patogénicas intolerantes a
acidos no TGI de aves (CHOWDHURY et al., 2009), além de melhorar a morfologia intestinal
(DEMIREL et al., 2016), e promover efeitos positivos sobre o sistema imune das aves (ISLAM,
2012; WASEEM et al., 2016). Assim, existem pesquisas sobre o efeito individual do anacardato
de célcio e acido citrico em espécies avicolas. No entanto, ndo ha pesquisas sobre os efeitos
combinados de anacardato de célcio e acido citrico em frangos de corte.

Dessa forma, objetivou-se avaliar a combinagdo de anacardato de célcio e 4cido
citrico sobre parametros hematologicos e bioquimicos do sangue, sistema digestivo,
desempenho, caracteristicas de carcaga, oxidagdo lipidica do soro sanguineo e figado,
parametros de qualidade da carne in natura, concentragao de compostos fendlicos da carne in
natura, potencial e atividade antioxidante da carne in natura, oxidagdo lipidica da carne in
natura e armazenada, pardmetros 0sseos e a incidéncia da sindrome do osso negro em frangos

de corte.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Saude intestinal de frangos de corte

A saude intestinal ¢ necessaria para manter a fisiologia do TGI eficiente e
sustentavel (CHOCT, 2009). Intestinos saudaveis sao essenciais para otimizar a digestibilidade,
minimizar a excre¢do de nutrientes e, consequentemente, mitigar os impactos ambientais da
amonia, ¢ outras emissdes de gases com impactos na saude e no bem-estar (COSTA et al.,
2008).

A utilizagdo de antibioticos em doses sub-terapéuticas na produgdo animal comegou
na década de 1940, sendo uma estratégia para melhoria na condicdo de satde e integridade
intestinal (HASHEMI; DAVOODI, 2010), prevenindo infec¢des ao eliminar bactérias
patogénicas e assim, favorecendo o crescimento e a conversao alimentar por mais de 60 anos
(CASTANON, 2007).

Contudo, existem algumas desvantagens ¢ desafios com a utilizacao de antibidticos
na ra¢do animal. O uso excessivo de antibidticos na producdo de aves pode resultar em residuos
de antibidticos no corpo animal e produtos gerados, bem como surgimento de microrganismos
resistentes a antibidticos, o que pode causar sérias consequéncias no desempenho da producao
e seguranga alimentar (CHEN et al., 2023). Estudos mostram que pode existir relagdo entre o
uso de antibidticos em doses subterapéuticas na producdo animal e o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana em humanos (COSBY et al., 2015).

Dibner e Richards (2005), relataram que a utilizacdo de antibidticos como
promotores de crescimento poderia se tornar economicamente impraticdvel devido as
exigeéncias dos paises importadores. Na realidade atual, para exportagado € realizada a produgao
de frangos livre de antibidticos promotores de crescimento de acordo com a exigéncia dos
paises exportadores (MAPA, 2023).

A demanda por produtos produzidos sem antibidticos promotores de crescimento,
aumentou. Um exemplo disso ¢ a demanda por alimentos organicos que superou a oferta nos
ultimos anos, os varejistas dos EUA importaram varios bilhdes de dolares em alimentos
organicos para o mercado americano (CRANDALL et al., 2009). As carnes oriundas de
sistemas organicos sao bem aceitas pelos consumidores (PONNAMPALAM et al., 2019). No
entanto, mesmo com 9 milhdes de frangos de corte certificados (NASS, NASS 2010), a
industria ndo tem atendido a crescente demanda por frango orgéanico. De acordo com o estudo

de mercado da Fact. MR (2023), o mercado global de frango organico atingiu US$ 3,22 bilhdes
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em 2022, e prevé-se que as vendas mundiais de frango organico atinjam um valor de mercado
de 14,5 bilhdes de dolares até 2033. Os consumidores de alimentos organicos geralmente
tendem a perceber os produtos como alternativas mais seguras devido a menor ou nao adi¢ao
de conservantes quimicos e os escolhem para suas familias (ABD EL-HACK, et al., 2022a).
Isso ressalta a grande oportunidade para o crescimento do setor de aves criadas livres de
antibioticos (WAN et al., 2019).

No mercado interno também tem aumentado a demanda por frangos produzidos sem
a utilizac¢do de antibidticos promotores de crescimento. Sdo exemplos dessa demanda, o maior
numero de adeptos do frango criado em sistema semi-intensivo e frango organico. Para garantir
que esses produtos sejam produzidos dentro das normas existem empresas certificadoras,
responsaveis por fiscalizar, rastrear o processo de producao e certificar (WQS, 2023).

Os antibiodticos tilosina, lincomicina, e tiamulina, classificados como importantes na
medicina humana s3o proibidos como promotores de crescimento, conforme Instrucio
Normativa SDA N° 1 DE 13/01/2020 (MAPA, 2020).

Portanto, h4 um interesse crescente dos nutricionistas animais pelo uso de
promotores de crescimento alternativos. Nas duas ultimas décadas, muitas pesquisas tém se
concentrado no desenvolvimento de alternativas a antibioticos para manter ou melhorar a saude
e desempenho das aves (GADDET et al., 2017). Um produto substituto deve ter efeito benéfico
semelhante aos dos antibidticos, utilizados em doses sub-terapéuticas (HUYGHEBAERT;
DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011), ou efeito superior garantindo o desempenho animal. Os
antibidticos promotores de crescimento tém a¢do moduladora da microbiota intestinal e do
sistema imune das aves (HUYGHEBAERT; DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011). Deste
modo, uma alternativa deve possuir estas propriedades favoraveis ao desempenho animal.

Muitas pesquisas tém sido realizadas com produtos de diferentes a¢des, probidticos,
prebioticos, simbidticos, acidos organicos, enzimas e fitogénicos (GADDET et al., 2017; ABD
EL-GHANY et al., 2021). Sdo verificados muitos efeitos benéficos nos testes realizados, porém
os resultados variam muito entre as diferentes pesquisas. Assim € necessario entender o
mecanismo de ac¢do, identificando meios de padronizar os efeitos, melhorando métodos de
entrega como microencapsulacdo e podendo desta maneira aumentar a eficécia in vivo. Além
disso, o potencial beneficio da combinagcdo de produtos pode ser maior do que usa-los
isoladamente, podendo ter efeito semelhante ou superior aos dos antibidticos promotores de
crescimento (GADDET et al., 2017).

Os probidticos sao espécies de microrganismos benéficos que podem colonizar o

intestino dos animais enquanto os prebidticos sao oligossacarideos indigeriveis que podem ser
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utilizados pelos microrganismos intestinais benéficos (KULSHRESHTHA et al, 2014;
MURATE et al., 2015). Enzimas exdgenas como carboidrases e proteases sdo usados para
aumentar a digestibilidade do alimento no intestino (SHARMA et al., 2005).

Aditivos fitogé€nicos sao compostos derivados de plantas, que se destacam por
possuirem diferentes mecanismos de acdo (ISLAM et al., 2023), como no caso do acido
anacardico que possui atividade antioxidante e antibacteriana comprovadas (TOYOMIZU et al.
2003; TREVISAN et al. 2006). Estes aditivos podem ser extratos de ervas, 6leos essenciais, ou
partes de plantas (folhas, rizomas, raizes, flores, cascas ou, menos comumente, sementes) com
maior acimulo de substancias bioativas (ABDELNOUR et al., 2020; OGBUEWU et al., 2020;
KRAUZE, et al., 2021).

Virios produtos fitogénicos (derivados de canela, gengibre, pimenta, agafrdo,
alecrim, orégano, tomilho, salvia, frutas citricas, pimenta etc.) afetam positivamente o
desempenho das aves e saude devido as suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
propriedades imunologicas e de modulagdo intestinal (YAKHKESHI et al., 2011; ABD EL-
HACK et al., 2021; PUVACA et al., 2013; ASHOUR et al., 2021). Além de aumentar a
secrecdo de enzimas digestivas (PANDEY ef al., 2019), contribuindo para melhor

aproveitamento dos nutrientes da dieta.

2.2 Estresse oxidativo e distiirbios metabolicos em frangos de corte

Estresse oxidativo refere-se ao estado de desequilibrio em que a producdo de agentes
oxidantes ultrapassa a capacidade antioxidante. Assim, a superproducdo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio, tais como o anio superoxido (O2), o anio peroxinitrito (ONOO-), o
peréxido de hidrogénio (H207), o 6xido nitrico (NO) e o radical hidroxila (OH") podem
culminar em processos de morte celular por necrose ou apoptose, por meio da interagdo com
lipideos, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA) (MACCIONI et al., 2001).

A oxidagdo lipidica e a formacao de radicais livres sdo processos naturais que
quebram a estrutura da membrana, interrompem os processos de transporte € causam disfungao
de organelas celulares (ABD EL-HACK et al. 2022b). Nas membranas celulares, os
fosfolipidios sdo significativamente mais suscetiveis a danos devido a oxidacdo que
corresponde com o grau de insaturacao de acidos graxos. Por outro lado, &cidos graxos poli-
insaturados possibilitam propriedades importantes da membrana celular, como permeabilidade

e fluidez (PISOSCHI; POP, 2015).
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As espécies reativas em quantidades normais podem ser inativadas espontaneamente
pelos sistemas de defesa antioxidante extracelular ou intracelular. Contudo, espécies reativas
em excesso podem reagir com as moléculas do organismo, interferindo nos processos
biologicos, causando alteracdes que podem levar a redugdo do sistema imunologico, aumento
na incidéncia de doengas, mutacdes, envelhecimento acelerado (ANDRADE JR. ef al., 2005)
e favorecer a incidéncia de disturbios metabdlicos como sindrome ascitica, discondroplasia
tibial e sindrome da morte stbita, sendo as enfermidades metabodlicas relacionadas a uma
predisposi¢do genética, nutricional e ou ambiental (GONZALES et al., 2020).

Segundo Kirkham e Rahman (2006), as espécies reativas em excesso reagem com
os acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios das membranas celulares, desintegrando-as
e permitindo a entrada de espécies reativas nas estruturas intracelulares, processo denominado
de peroxidacao de lipidios. A peroxidacao lipidica ¢ uma reagao em cadeia formando muitos
peroxidos lipidicos nocivos. Como consequéncia as membranas celulares podem ter sua
funcionalidade e estrutura alterados, uma vez que as reagdes podem causar a ruptura das
membranas celulares com liberagdo de organelas, levando a inativag@o de receptores e enzimas,
o aumento da permeabilidade tissular, as mutagdes do DNA, o comprometimento da matriz
extracelular, proteoglicanos, colageno e elastina, e formacdo de residuos quimicos

intracelulares (KIRKHAM; RAHMAN, 2006).

2.3 Sistema de defesa antioxidante

O sistema de defesa antioxidante divide-se em enzimético e ndo enzimatico. O
sistema enzimatico inclui as enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) que atuam de forma a manter o equilibrio da quantidade de radicais livres no
organismo. O sistema ndo enzimatico ¢ constituido por substancias antioxidantes, que podem
ter origem endogena ou dietética (HE ef al., 2017; SURAIL; KOCHISH, 2019).

Os antioxidantes podem atuar como barreiras fisicas para prevenir a geracao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) ou o acesso a sitios bioldgicos importantes;
atuando como armadilhas quimicas que “absorvem” energia e elétrons, extinguindo ERO;
sistemas cataliticos que neutralizam ou desviam ERO, como as enzimas antioxidantes SOD
(superoxido dismutase), catalase e glutationa peroxidase; ligacdo/inativagao de ions metalicos
para prevenir a geracdo de ERO (ferritina, ceruloplasmina, catequinas); e antioxidantes de
quebra de cadeia que eliminam e destroem ERO (4cido ascérbico, tocoferois, acido trico,

glutationa, flavonoides) (KARADAG et al., 2009).
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Assim, de acordo com o modo de acdo, os antioxidantes podem ser classificados
como primarios, secundarios ou coantioxidantes. Os antioxidantes primarios sdo capazes de
doar um atomo de hidrogénio rapidamente para um radical lipidico, formando um novo radical,
mais estavel. Antioxidantes secundarios reagem com os radicais iniciadores (ou inibem as
enzimas iniciadoras), ou reduzem o nivel de oxigénio (sem gerar espécies radicais reativas).
Portanto, esses antioxidantes secundarios podem retardar a taxa de reacdo de iniciag¢do radical
pela elimina¢ao de iniciadores. Isso pode ser feito desativando espécies de alta energia;
absorcdo de luz UV; metal quelante que catalisa a reacdo de radicais livres, ou enzimas
peroxidases como NADPH oxidase, xantina oxidase, entre outras enzimas oxidativas (SINGH;
SINGH, 2008). Antioxidantes sintéticos sdo usados para retardar a peroxida¢ao lipidica, no
entanto, seu uso foi debatido por causa de seus efeitos cancerigenos. Devido aos efeitos
negativos desses antioxidantes sintéticos, os consumidores tornaram-se mais interessados em

fontes naturais de antioxidantes (HASHEMIPOUR et al., 2013).

2.4 Aditivos fitogénicos

Os vegetais produzem metabolitos primarios como agucares, aminoacidos e acidos
graxos. Além disso, sdo capazes de produzir metabodlitos secundéarios que ndo sdo
necessariamente essenciais ao organismo, mas desempenham diferentes funcdes, que garantem
vantagens na sobrevivéncia e perpetuagdo da espécie no ecossistema (UPADHYAY et al.,
2014). Metabolitos secundarios de plantas ou fitoquimicos sdo compostos organicos bioativos
produzidos pelas plantas durante seu metabolismo normal e podem ou ndo ter valor nutricional
(HASHEMI; DAVOODI, 2010). Muitos compostos tém atividades antioxidantes além de
outras propriedades benéficas, como anti-inflamatério, imunomodulador e atividade
antimicrobiana (MAHFUZ et al., 2021).

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grupos distintos: terpenos,
compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os terpenos sao sintetizados a partir da acetil-
CoA, via rota do 4cido mevaldnico, ou via rota do metileritritol fosfato. Os compostos fenolicos
sdo biossintetizados a partir de duas rotas principais, do 4cido chiquimico e do 4cido maldnico
e os compostos nitrogenados sdo sintetizados a partir dos aminoacidos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fenolicos nao fornecem energia para o organismo animal, mas
possuem varios beneficios a satide por meio de muitas atividades bioldgicas, como antioxidante
e anti-inflamatorio. De acordo com a regulamentagdo da Unido Internacional de Quimica Pura

e Aplicada (IUPAC), um grupo hidroxila em um anel benzeno ou outro anel de areno ¢ definido
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como "fenol" (ZHANG et al., 2021). Os compostos fenodlicos sdo um grupo diversificado de
metabolitos secundarios aromaticos envolvidos na defesa vegetal. Eles consistem em acidos
fendlicos, flavonoides, taninos e cumarinas (SAVOIA, 2012).

Assim, aditivos fitogénicos sdo compostos bioativos naturais que sao derivados de
plantas e incorporados na ragdo animal para aumentar a produtividade (WINDISCH et al.,
2008), ou para manter dentro dos niveis desejados equivalentes ao uso de antibidticos
promotores de crescimento.

Os aditivos fitogénicos podem melhorar a qualidade da ragdo devido as propriedades
antioxidantes, antimicrobinas e inibi¢do do crescimento fingico, contribuindo para um intestino
saudavel e melhor desempenho (ALCICEK et al., 2004; BURT, 2004).

Uma grande variedade de plantas ¢ utilizada para produzir fitogénicos, sendo que
geralmente para cada espécie existe a parte que ¢ mais utilizada para extracdo dos compostos
de interesse. Podendo ser utilizados folhas, flores, sementes, frutos, casca ou raiz (WINDISCH
et al., 2008). Hashemi e Davoodi (2011) dividem os aditivos fitogénicos em quatro subgrupos:
1- ervas (produto da floragdo, ndo lenhoso e de plantas ndo persistentes). 2- plantas (planta
inteira processada ou partes, por exemplo, raiz, folhas, cascas), 3- 6leos essenciais (compostos
lipofilicos extraidos por vaporizagdo ou destilagdo a alcool) e 4- oleoresinas (extratos baseados
em solventes ndo aquosos ou extragao direta).

Vale ressaltar que também sdo utilizados residuos do processamento de frutos
(FREITAS et al., 2015), reduzindo o risco de impacto ambiental. Fitogénicos podem ser usados
na forma sélida, seca e triturada ou como extratos (bruto ou concentrado). Nos tltimos anos, o0s
aditivos fitogénicos tém sido testados como promotores de crescimento na producdo de aves
(GADDET et al., 2017).

Na dependéncia da concentra¢do do principio ativo principal, os extratos vegetais
possuem uma ou mais atividades biologicas, entre elas a¢do inseticida, antihelmintica, antiviral,
antifingica, antimicrobiana, anticoccidiana, pro-digestiva, antioxidante, além de
hipolipidémicos e imunomoduladores (CEYLAN; FUNG 2004; ABD EL-HACK et al., 2021).

Os principais compostos fitogénicos sdo os polifendis e sua composi¢do e
concentragdo variam de acordo com a planta, partes da planta, origem geografica, época de
colheita, fatores ambientais, condigdes de armazenamento e técnicas de processamento
(WINDISCH et al., 2008; HASHEMI; DAVOODI, 2011).

Os flavonoides sdo uma importante classe de compostos fendlicos podendo ser
classificados em antocianinas, chalconas, diidrochalconas, diidroflavonéis, flavonoides,

flavanonas, flavonas, flavonodis e isoflavonoides (ZHANG et al., 2021).
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Os éacidos fenolicos também constituem o grupo dos compostos fenodlicos no
subgrupo dos compostos ndo flavonoides (ABDEL-MONEIM et al., 2020). Caracterizam-se
por terem um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de
hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo propriedades antioxidantes tanto para os
alimentos como para o organismo, sendo, por isso, indicados para prevencao e tratamento de
diversas doencas (KERRY; ABBEY, 1997), onde estdo presentes nos vegetais na forma livre
ou ligados a agucares (glicosidios) e proteinas (CROFT, 1998).

Os éacidos fendlicos sdo os principais constituintes em especiarias e ervas (por
exemplo, acido galico, acido cafeico e acido rosmarinico) e 6leos volateis (por exemplo,
eugenol, carvacrol, timol, mentol) (BREWER, 2011). Além dos acidos p-cumarico, cafeico,
ferulico e sinapico (ZHANG et al., 2021). Outros compostos fendlicos tém sido estudados e
tém sido verificados efeitos positivos na saide animal como a mangiferiana e o 4cido
anacardico (FARIAS et al., 2020; FREITAS et al., 2022).

Varios estudos demonstraram atividade antimicrobiana, atividade antioxidante,
além de outros efeitos de extratos de plantas, incluindo orégano (carvacrol), tomilho (timol),
cravo (eugenol), mostarda (alisotiocianato), canela (cinamaldeido), alho (alicina), alecrim,
manjerona, gengibre, cha verde, cominho preto, coentro, residuo de manga (mangiferina) casca
castanha de caju (acido anacardato) (HASHEMIPOUR et al.., 2013; BRAZ et al., 2017,
GADDET et al., 2017, FARIAS et al., 2021; FREITAS et al., 2022).

As substincias quimicas mais estudadas e suas principais atividades biologicas

observadas em pesquisas com frangos de corte estdo listadas na tabela 1.
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Nome popular

Acafrdo da India
Alecrim

Alho

Boconia
Cajueiro

Canela

Cha verde
Cominho preto
Cravo

Ginseng

Gengibre

Género/espécie
Curcuma zedoaria
longa

Rosmarinus
officinalis L.

Allium sativum

Macleaya cordata

Anacardium
occidentale

Cinnamomum spp

Camellia sinensis L.

Nigella sativa
Syzygium spp
Panax ginseng

Zingiber officinale

Principio /extrato
Curcumina

Acido rosmarinico, acido
carndsico

Alicina

Sanguinarina

Acido anacadico, cardol,
cardanol

Cinaladeido; Eugenol; Linalol

Epigallocatechin gallate
(EGCG)

p-cimeno, timoquinona;
carvacrol; timol

Eugenol
ginsenosideos

Gingerol; geraniol

Modo de agao

Antioxidante; anti-inflamatorio; Menor nivel
corticosterona em estresse térmico

Antioxidante, Anti-inflamatoria,

antimicrobiano

Antibacteriano; hipocolesterolénico;

antioxidante

Antibacteriano; anti-inflamatorio; melhora

morfologia intestinal

Antioxidante, antimicrobiano, Anti-

inflamatoria, antitumoral

Antioxidante; Antibacteriano; Aumento das

vilosidades duodeno e jejuno

Antioxidante; anti-inflamatorio; Melhor
ganho de peso em estresse térmico

Antioxidante; anti-inflamatoria;

antibacteriana; imunoestimulante
Antioxidante; antibacteriano; redugao

colesterol

Antioxidante; anti-inflamatorio

Antioxidante; antimicrobiano; estimulante da

digestao; hipocolesterolémico

Referéncias

Zhang et al. (2018)

Nameghi et al. (2023)

Kirkpinar et al. (2011);
CHOI et al. (2010)

XUE et al. (2018)

Toyomizu et al. (2003);
Freitas et al. (2022)

Chowdhury ef al. (2018)
Luo et al. (2018)

Raheem et al. (2021)

Chowdhury et al. (2018);
ISLAM et al. (2023)

Seong et al. (2015)
Habibi et al. (2014);
Zhao et al. (2011)
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Nome popular

Género/espécie

Principio /extrato

Modo de a¢ao

Referéncias

Manjericao/
Tulci

Moringa

Nogueira-do-
japao

Ore gano
Tochu

Pimenta
vermelha

Salvia
Tomate
Tomilho

Uva

Ocimum sanctum

Moringa oleifera

Ginkgo biloba

Origanum vulgare L.
Eucommia ulmoides
Capsicum ssp
Salvia spp
Solanum lycopersicum
Thymus vulgaris L.

Vitis vinifera

Eugenol; linalol; acido labiatico

Quercetina; Kaempferol; Acido
beénico

ginkgolide
Carvacrol; timol
acido clorogénico
capsaicina
Cineol, pipeno
Licopeno
Timol;carvacrol

Resveratrol; epicatequinas

Antimicrobianos; anti-inflamatorios;
imunomoduladores; hipoglicémicos;
analgésicos

Antioxidante, antimicrobiano, melhora
morfologia intestinal

Antioxidante; estimulante digestao

Antioxidante; Antibacteriano; Melhora
morfologia intestinal

Antioxidante; melhor conversao alimentar
em estresse térmico

Antioxidante; anti-inflamatdrio; antialérgico

Antioxidante; melhora morfologia intestinal

Antioxidante; anti-inflamatorio;
imunomodulador

Antioxidante; antibacteriana; estimulante
digestao

Antioxidante; antimicrobiano; anti-
inflamatorio

Islam et al. (2023)

Moreno-Mendoza et al.
(2021); Abd El-Hack et
al., (2022c)

Niu et al. (2018)
Kirkpinar et al. (2011);
Zhang et al. (2021)

Zhao; Deng; Liu, (2019)

Abd El-Hack et al.
(2022d)

Bahadoran ef al. (2022)
Sahin et al. (2016)

Luna et al. (2010)

Zhang et al. (2017)




25

2.4.1 Acdo antimicrobiana de fitogénicos

Fitogénicos contém muitos grupos quimicos ativos, suas atividades antimicrobianas
podem ser devido a muitos mecanismos diferentes. Isso ¢ uma caracteristica que reduz
significativamente a probabilidade das bactérias desenvolverem resisténcia a esses aditivos
(BURT, 2004).

O equilibrio entre microflora benéfica e patdogenos no intestino ¢ muito importante
na digestdo e absor¢do de nutrientes (KROCKO et al., 2012). Escherichia coli, Salmonella
typhimurium e Clostridium perfringens sdo os 3 principais patdgenos encontrados no intestino
das aves (LA RAGIONE et al., 2004).

Entre os mecanismos de ac¢ao de fitogénicos, pode-se citar, quelagdo de metais por
flavonoides e fendis, interrupcdo da membrana celular por fenolicos e terpenoides, e dano do
material genético por alcaloides e cumarina que podem assim impedir o crescimento de
microrganismos (COWAN, 1999). Alguns compostos fitogénicos conseguem atravessar a
parede celular por difusdo através das proteinas de membrana (DORMAN; DEANS, 2000) ou
devido a hidrofobicidade atravessam a parede celular bacteriana através da camada de
lipopolissacarideos (LI et al., 2015), além de se acumularem na camada lipidica, interrompendo
assim a integridade da membrana celular e o transporte de ions; resultando na perda subsequente
de componentes celulares e lise de células bacterianas (BURT, 2004). Os fitogénicos ao
atravessarem a membrana podem causar acidificagdo dentro da célula, bloqueando a produgao
de energia celular, causando colapso da bomba de protons, e reducao do potencial de membrana
(BURT, 2004).

Assim, a hidrofobicidade e a capacidade dos fitogénicos de penetrar na membrana
das células bacterianas contendo lipidios e suas atividades antimicrobianas sdo caracteristicas
importantes que sdo responsaveis pela eficacia em dietas de aves (SMITH-PALMER et al.,
2004).

Vérios fitogénicos mostraram inibir a emergéncia de patdogenos em aves
(MICCICHE et al., 2019). Por exemplo, dietas suplementadas com curcumina, carvacrol,
piperina, timol e eugenol, reduziram C. perfringens no intestino de galinha (ABD ELHACK et
al., 2021). Oleo essencial de capim-limio (Citrus hystrix) apresentou propriedades antifungicas
contra leveduras patogénicas, como Candida albicans (JUNIATIK et al., 2017). Mistura
comercial de oOleos essenciais, timol, eugenol e piperina exibem acdes potenciais contra C.
perfringens, E. coli (JANG et al., 2007) e Campylobacter spp. (KELLY et al., 2017), que
habitam o sistema digestivo de frangos de corte (WINDISCH et al., 2008).
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Kollanoor-Johny et al. (2010) avaliaram a eficécia in vitro de vérios compostos,
incluindo trans-cinamaldeido, eugenol, timol e carvacrol, contra Salmonella spp e
Campylobacter spp em frangos de corte e poedeiras usando um meio cecal modificado.
Verificou-se reducgdo de S. enteritidis e Campylobacter spp. demonstrando que esses compostos
foram bactericidas contra ambos os patdgenos, sendo o trans-cinamaldeido e o eugenol os mais
eficazes.

Kollanoor-Johny et al. (2012) estudaram a eficacia antibacteriana de trans-
cinamaldeido e eugenol na reducdo de S. enteritidis em frangos de corte. Testaram dietas com
trans-cinamaldeido a 0,75% e eugenol a 1% como aditivo antimicrobiano na racdo por 5 dias
antes do abate. Ambos os compostos de reduziram a colonizacdo de S. enteritidis. Em particular,
o trans-cinamaldeido afeta negativamente a absor¢do de glicose e a sintese de adenosina
trifosfato (ATP). Outro modo de acdo dos dleos essenciais ¢ a inibi¢do das principais enzimas
bacterianas, como amino descarboxilases acidas (ARSI et al, 2014). Kirkpinar et al. (2011) ao
suplementar 6leos essenciais de alho e orégano verificaram redug¢do na populagdo de
clostridium spp. em comparagdo com a dieta basal de frangos de corte.

Timol e cinamaldeido tém propriedades antibacterianas seletivas e inibem o
crescimento de fungos, com efeito benéfico sobre o TGI, gerenciando patdégenos, reduzindo o
estresse induzido por doengas oxidativas, e estabilizando a microbiota intestinal (BENTO et
al.,2013).

Chowdhury et al. (2018) estudaram o impacto dos 6leos essenciais de canela e cravo
a 300, 400 e 600 mg/kg de dieta, respectivamente, como substituto do antibidtico para estimar
seu efeito no intestino de frangos de corte, verificaram redugdo nas contagens de E. coli e

Clostridium spp pré-cecal.

2.4.2 Acao antioxidante de fitogénicos

Viérias pesquisas fornecem evidéncias convincentes que substancias antioxidantes
tém funcdo importante na reducdo do risco de doencas (KUBO et al.,2006). Na produgdo
animal, a adi¢cdo de substancias antioxidantes ¢ muito importante para auxiliar no equilibrio
oxidativo, que junto com outros fatores reflete no equilibrio de parametros sanguineos,
metabolicos, microbiologicos etc., tornando a produg¢do mais eficiente em desempenho.
Antioxidantes isolados de residuos da agroindustria alimentar tem efeito positivo na qualidade

da carne, como a mangiferina encontrada no residuo do processamento da manga (casca e
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caroco) (MELO et al., 2020; FARIAS et al., 2021), ou o acido anacardico extraido da casca da
castanha de caju (FREITAS et al., 2022).

Além disso, a peroxidacao lipidica ¢ um dos principais fatores na deterioragao
durante o armazenamento e processamento de alimentos, pois pode levar ao desenvolvimento
de sabores rangosos ou estranhos, também como produtos finais potencialmente toxicos
(GRECHKIN, 1998). Logo, substancias antioxidantes podem interferir no desempenho dos
animais e na qualidade dos alimentos armazenados. E a seguranga ¢ uma consideragao primaria
para uso de antioxidantes em produtos alimenticios, que podem ser utilizados em quantidades
nao regulamentadas (HA; KUBO, 2005).

Tem sido sugerido que uma dieta rica em antioxidantes de origem natural pode
trazer beneficios a satide e muitas pesquisas tém sido direcionadas para avaliar a capacidade
antioxidante de produtos naturais (LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2013). O A&cido
ascorbico, um dos antioxidantes hidrossoliiveis mais onipresentes, protege os fosfolipidios da
membrana contra danos peroxidativos (MAY, 2012). O acido ascorbico tem um efeito sinérgico
com tocoferol, na remocdo de radicais peroxidos lipidicos. Na interfase lipidica, o acido
ascorbico reage com o tocoferoxil oxidado ligado & membrana radical reduzindo-o, e ativando
o tocoferol regenerador, capaz de cumprir sua funcao antioxidante (DU ef al., 2012).

Aditivos fitogénicos sdo uma fonte rica de compostos fendlicos antioxidantes
(RAHIMI et al., 2011); no entanto, podem atuar como pro-oxidantes dependendo da dosagem
e tipo, destruindo células e causando efeitos citotoxicos adicionais nas células vivas
(BAKKALI et al., 2008).

Existem diferentes mecanismos de acdo dos antioxidantes, desde a remocao do
oxigénio do meio intracelular e extracelular, sequestro dos metais catalizadores da formacao de
radicais, ou acdo de um ou mais mecanismos. A natureza e a composi¢do das defesas visando
o equilibrio oxidativo variam de tecido para tecido, bem como entre o meio intracelular e
extracelular (KIRKHAM; RAHMAN, 2006).

Aditivos fitogénicos impactam positivamente a expressao de enzimas antioxidantes,
como as enzimas superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase, e catalase, e previnem a
formacgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MARCINC et al., 2008; MIGUEL, 2010).
Assim, a suplementagao dietética de aditivos fitogénicos pode melhorar o desempenho das aves
(NIU et al., 2018; ZHAO et al., 2019).

Por exemplo, quando uma mistura igual de carvacrol e timol foi suplementada para
frangos de corte em 60, 100 e 200 mg/kg de ragdo, verificou-se maior atividade da SOD
(HASHEMIPOUR et al., 2013). Além disso, HABIBI et al. (2014) mostraram que a
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suplementagdo de 6leo essencial de gengibre a 150 mg/kg de ragdo aumentou a atividade total
de SOD e diminuiu os niveis de malondialdeido no figado. Segundo os autores, varios
compostos antioxidantes constituintes do gengibre podem causar essas mudangas, como
shogaol, gingerol e zingerona. De forma similar, Chowdhury et al. (2018) demonstraram que o
0leo da casca de canela (300 mg/kg de dieta) substituido por antibidticos (50 mg/kg de dieta)

resultou em melhor estado antioxidante em frangos de corte.

2.4.3 Aditivos fitogénicos no desempenho de frangos de corte

Guo ef al. (2004) mostraram um aumento significativo no ganho de peso e melhora
na eficiéncia alimentar quando frangos de corte receberam dietas suplementadas com uma
mistura de 14 ervas. Resultados semelhantes foram obtidos com adigdo de extrato de
Achyranthes japonica rico em flavonoides (1,15 mg/g), polifenois (4,26 mg/g) e saponinas
(0,47 mg/g) (PARK; KIM, 2019), adicdo de extrato de Eucommia ulmoides, tendo como
principal constituinte o acido clorogénico que € um composto fendlico soluvel em dgua (ZHAO
etal.,2019).

Folhas fermentadas de Ginkgo biloba, contendo compostos bioativos flavonoides,
que possuem estruturas fendlicas com atividade antioxidante tem potencial de melhorar o
desempenho de crescimento, qualidade da carne e status antioxidante de frangos de corte (NIU
et al., 2018). P6 de caroco de cereja fermentado ou ndo na ragdo de frangos proporcionou
melhor conversdo alimentar em relacdo ao tratamento controle (ALTOP, 2019). P6 da planta
de tomilho na dieta de frangos também melhorou a conversdo alimentar, além de melhor
atividade antioxidante no plasma sanguineo (ATTIA, et al., 2018). A suplementacao de produto
comercial contendo carvacrol, cinamaldeido e oleorresina de capsicum melhora no crescimento
e eficiéncia alimentar (PIRGOZLIEV et al., 2015). Frangos alimentados com dieta contendo
cominho apresentaram desempenho semelhante ao tratamento controle (STASTNIK et al.,
2022). Fitogénico contendo timol e carvacrol em niveis de 60 a 200mg/kg de dieta melhorou o
desempenho, aumentou as atividades das enzimas antioxidantes, retardou a oxidac¢ao lipidica e
melhorou a resposta imune dos frangos de corte (HASHEMIPOUR et al, 2013). A
suplementaram de p6 de cravo e do extrato de tulsi (rico em Oleos essenciais, como eugenol e
linalol e &cidos organicos, como prunol, e acido labidtico) na ra¢ao de frangos proporcionou
melhora na conversao alimentar (ISLAM et al., 2023).

Virios ensaios com fitogénicos como 6leo essencial (25% timol e 25% carvacrol),

extrato do caroco de manga (mangiferina), avaliados como promotores de crescimento
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alternativos mostraram efeito equivalente aos antibidticos promotores de crescimento nos
parametros de desempenho (JANG et al., 2007; FARIAS et al., 2021), contudo, muitas vezes
tém apresentado outros beneficios como menor oxidacao da carne armazenada (FARIAS et al.,
2020).

Variagdes na atividade de fitogénicos sdo determinadas por fatores citados
anteriormente que podem afetar a composi¢ao dos fitogénicos, além de outros fatores como
forma, método de inclusdo na dieta e nivel de ingestdo das aves (BRENES; ROURA, 2010;
HASHEMIPOUR et al., 2013).

2.5 Acido anacardico

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertence a familia Anacardiaceae. A
producdo nacional de castanha de caju em 2022 foi 146.603 toneladas. Os trés principais estados
produtores sdo Ceard, Piaui e Rio grande do Norte, sendo responsaveis por mais de 92% da
produ¢do (EMBRAPA, 2023). A castanha ¢ utilizada como alimento popularmente em
humanos, com acdo anti-inflamatéria, adstringente, antidiarreica, antiasmatica etc.
(BARACUHY et al., 2014).

O liquido da casca da castanha de caju (LCC) é um subproduto da producio de
castanha de caju. Ele ¢ um liquido cdustico, viscoso, escuro e fonte natural de fenois de cadeia
longa saturada e insaturada (acidos anacardicos, cardanol e cardois). De acordo com o método
de extragdo, o LCC pode ser classificado em dois tipos: o LCC técnico e o extraido com
solvente. O LCC técnico ¢ obtido por meio do aquecimento da casca da castanha. O LCC
extraido com solvente contém principalmente acido anacardico (KUMAR et al., 2002).

Acidos anacardicos, principais constituintes do LCC, sio derivados do acido
salicilico com uma cadeia de 15 C- alquil ndo isoprenoide podendo ser monoenoica, dienoica
ou trienoica nas posi¢des C-8, -10, e -14, todas em configuracio cis (KUBO et al., 2003).
Gellerman et al. (1969) relataram que uma reducao no ntiimero de ligagdes duplas na cadeia
lateral do 4acido anacéardico diminui a atividade antibacteriana. Assim, a ligacao dupla na cadeia
lateral esta envolvida no aumento da atividade antibacteriana. A reducdo da atividade
antibacteriana devido a diminui¢do no ntimero de ligacdes duplas na cadeia lateral dos acidos
anacardicos pode ser explicada pelo conhecimento de que a introducdo de insaturagdo ou
ramificacdo no grupo hidrofobico ¢ conhecido por aumentar a solubilidade do surfactante em

agua (ROSEN, 1989).
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2.5.1 Efeitos do acido anacardico

Acidos anacardicos sdo lipidios fendlicos que podem ser incorporados por
eritrocitos ¢ na membrana lipossomal, exercendo atividade antioxidante, antigenotdxica e
citostatica (ANDRADE et al.,, 2011). Os acidos anacardicos tem muitas propriedades
medicinais, como fungicida (KUBO et al., 2006), atividades antitumorais e antimicrobianas
(KUBO et al., 1993), acdo anti-inflamatoria (SCHMOURLO et al., 2005), bem como a inibi¢ao
de enzimas pré-oxidantes como lipoxigenase (HA; KUBO, 2005), xantina oxidase
(TREVISAN et al., 2006), tirosinase (KUBO et al., 1993), ciclo-oxigenase (HA; KUBO, 2005)
e a histona acetiltransferase (SUN et al., 2006; DEKKER; HAISMA, 2009). SUNG et al. (2008)
demonstraram efeito modulador dos 4cidos anacardicos na sinalizagdo de NF-KB.

O extrato da folha do cajueiro também tem demonstrado atividade broncodilatadora
e anti-inflamatoria (PAWAR; PAL, 2002; AWAKAN et al., 2017). A inflamag¢ao ¢ uma reagao
protetora das células ou tecidos do corpo a irritagdo, infecgdes ou lesdes, entretanto, a
inflamacdo pode levar a perda de funcao devido a dilatagdo dos vasos sanguineos e aumento
dos espagos intercelulares, que resultam no movimento de leucdcitos, proteinas e fluidos nas
regides inflamadas (PARHAM, 2015), sendo importante o uso de substidncias com ac¢do anti-
inflamatoria.

Segundo Kubo ef al. (2003) os acidos anacéardicos sdo capazes de entrar nas
bicamadas lipidicas da membrana, onde varias enzimas, especialmente componentes de
sistemas de conversdo de energia, como cadeia de transporte de elétrons e ATPases, estdo
incorporadas, prejudicando seu funcionamento. Além disso, foi relatado que os &cidos
anacardicos inibem a sintese de lipidios de células bacterianas pela inibicao de glicerol-3-
fosfato desidrogenase (MURATA et al., 1997).

Entre as diferentes atuagdes dos acidos anacardicos como antioxidantes, inclui a
inibicdo de vérias enzimas pro-oxidantes envolvidas na producdo de espécies reativas de
oxigénio e quelantes de ions metalicos divalentes, como Fe*" ou Cu** (KUBO et al., 2006).

A capacidade dos acidos anacardicos de quelagao de metais ¢ sua vantagem
adicional porque reduz a concentracdo de metais de transicdo que catalisam a peroxidagao
lipidica. Isso € conhecido como um agente quelante, que forma ligagcdes com um metal, sendo
eficazes como antioxidantes secundarios, pois reduzem o potencial redox, estabilizando assim
a forma oxidada do ion metalico (HA; KUBO, 2005). Dessa forma, o acido anacardico ¢ um

antioxidante natural com potencial de utilizar na producdo animal. Além disso, o uso de uma
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fonte abundante e barata de compostos naturais estd de acordo com o conceito de quimica verde,

também conhecido como quimica sustentdvel (ANDRADE et al., 2011).

2.5.2 Fontes de acidos anacardicos e seus efeitos na producao animal

Algumas pesquisas avaliaram fontes de acido anacardico na ra¢ao de animais de
producdo. Odunsi e Oyewole (1996) incluiram 6leo de palma (1, 2,5 ¢ 5%) e LCC (1, 2,5 € 5%)
na dieta de frangos de corte nas 4 primeiras semanas. Da 5* a §* semana forneceram uma dieta
comum de terminagdo para avaliar o efeito residual e relataram que a adi¢cdo de LCC na dieta
de frangos de corte em niveis acima de 1% prejudica o desempenho.

Toyomizu et al. (2003), que avaliaram niveis de acido anacardico (0,4 ¢ 0,8%) e
LCC (0,1 a 0,4%), demonstraram um efeito benéfico do acido anacardico na prevencdo de
lesdes de coccidiose no intestino de frangos de corte. Lopez ef al. (2012) avaliaram LCC (0,1 a
0,4ml) comparando o tratamento sem e com promotor de crescimento (virginiamicina) e
verificaram desempenho semelhante ao tratamento com promotor de crescimento, além de
reducao da concentragdo de Escherichia coli no contetido intestinal.

Braz et al. (2017) avaliaram o liquido da casca da castanha de caju como fonte de
acido anacardico, na dieta de galinhas poedeiras. Os tratamentos consistiram de uma dieta com
promotor de crescimento; controle negativo; dietas com adi¢do de niveis crescentes de LCC
(0,25 a1,0%). A adigdo de até 1% do LCC como fonte de 4cido anacardico na dieta de poedeiras
ndo influenciou os pardmetros bioquimicos sanguineos nem a atividade enzimatica endogena
no figado, ovario, magno e utero. Contudo, se verificou menor peroxidacao lipidica no ovéario
com a inclusdo de 0,75% LCC.

O acido anacardico também tem sido avaliado na forma de sal, o anacardato de
célcio, possibilitando uma melhor utilizacdo em rac¢des devido a sua apresentagcdo em pd. Santos
et al. (2022) avaliaram niveis de anacardato de calcio de 0,25 a 1% na dieta de codornas de
postura comparando com os tratamentos controle negativo e controle com antibidtico promotor
de crescimento, e verificaram efeito semelhante nas variaveis de desempenho e qualidade de
OVOsS.

Matos et al. (2017) avaliaram niveis a partir de 0,4 a 1,2% de anacardato de célcio
na dieta de suinos na fase de creche comparando com os tratamentos controle com ou sem
antibiotico promotor de crescimento. Verificaram efeito semelhante no desempenho dos 21 aos
42 dias de idade, pardmetros sanguineos e na rela¢do altura de vilosidade/profundidade de

cripta. Ferreira et al. (2020) avaliaram a adi¢do de até 1% de acido citrico e 1% de anacardato
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de Ca comparando os tratamentos com ou sem antibidtico promotor de crescimento.
Verificaram que a suplementagdo dietética de anacardato de Ca e acido citrico melhorou o
desempenho zootécnico e a morfometria intestinal de leitdes desmamados e resultou em efeitos
semelhantes ao uso de antibidticos promotores de crescimento.

Adeyemi et al. (2021) avaliaram a suplementacdo de p6 de folha (continha tanino
62,41 mg/100 g; flavonoides 149,86 mg/100 g; fenolicos 29,00 mg/100 g; saponina (36,56
mg/100 g) e alcaloide 31,67 mg/100 g) de Anacardium occidentale na dieta de frangos de corte
em comparagdo com antibiotico e antioxidante sintético. Constataram que o aditivo em po
exibiu propriedades antimicrobianas e antioxidantes comparaveis as respostas a oxitetraciclina
e Hidroxianisol Butilado (BHA) em dietas de frangos de corte.

Em experimento com frangos de corte, comparando anacardato de cdlcio com
antibiotico promotor de crescimento, Freitas et al. (2022) avaliaram a suplementagao de 0,25 a
1% de anacardato de calcio comparando ao tratamento controle com promotor de crescimento
e verificaram desempenho semelhante em frangos aos 42 dias. Além disso, a partir de 0,75%
na dieta de frangos de corte verificou-se redugdo na propor¢ao de gordura na carcaga € na

oxidagao lipidica da carne;

2.6 Acidos orginicos

Sao acidos organicos qualquer substancia de estrutura geral (R-COOH), gerando
derivados dos acidos carboxilicos, como aminoécidos, 4cidos graxos, coenzimas € metabolitos
intermediarios (KHAN; IQBAL, 2016). Sdo amplamente distribuidos na natureza, constituintes
de tecidos vegetais ou animais e alguns deles sdo produzidos no intestino posterior dos animais
por meio de fermentagdo microbiana de carboidratos (HUYGHEBAERT; DUCATELLE;
IMMERSEEL, 2011).

Os acidos organicos utilizados na produgdo animal sdo de cadeia curta, contém de 1
a 7 carbonos, sdo associados a atividade antimicrobiana. Sdo &cidos fracos que ao se
dissociarem produzem menor quantidade de protons por molécula (DIBNER; BUTTIN, 2002).

Os 4cidos organicos podem ser inseridos na alimentagdo animal por meio da ragdo
ou da dgua, podendo utiliza-los como acidos ou seus sais (de sddio, potassio ou célcio), ou ainda
combinagdes com outros aditivos (HUYGHEBAERT; DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011;
KHAN; IQBAL, 2016).

Os acidos organicos sdo considerados potenciais alternativas aos antibidticos

promotores de crescimento, devido a sua natureza antibacteriana. Os acidos organicos usados
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nas ragdes para animais podem ser descritos como acidos monocarboxilicos simples a exemplo,
acido formico, acético, propidnico e butirico. Ou acidos carboxilicos contendo grupo hidroxila,
por exemplo, acidos lactico, malico, tartarico e citrico (DIBNER; BUTTIN, 2002; MEHDI et
al., 2018).

Embora, quando a ragdo seja peletizada, o tratamento térmico seja eficaz na redugao
da contaminagdo da ragdo que sai da fabrica de ragdes, este efeito ndo persiste durante o
transporte € armazenamento até o consumo pela ave. Assim, as condigdes dentro da ragdo
podem ser favoraveis a contaminacao por bactérias como Salmonella. Dessa forma, o préximo
ponto critico de controle é o ambiente intestinal, onde as condi¢des podem ser Otimas
novamente para o crescimento bacteriano (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015). Assim,
podem ser utilizados inibidores no crescimento bacteriano como acidos organicos.

O setor de producdo de aves e a industria de ra¢des ainda sofrem grandes perdas
devido ao impacto da contaminacdo dos alimentos por bactérias patogénicas sobre o
desempenho animal, como redug¢do no ganho de peso corporal ou mesmo aumento da
mortalidade e piora na conversdo alimentar. O desempenho das aves comerciais e a eficiéncia
alimentar estdo intimamente relacionadas com a carga microbiana qualitativa e quantitativa do
hospedeiro animal, incluindo a carga no trato alimentar e no meio ambiente (ISLAM et al.,
2008), sendo de grande importancia utilizar ferramentas como o uso de acidos organicos na

dieta das aves.

2.6.1 Efeitos dos acidos orginicos na dieta de aves

Acidos organicos quando adicionados & dieta de aves de corte podem melhorar o
desempenho de crescimento, por meio de diferentes modos de a¢do, como redug¢ao do pH
intestinal e da capacidade de tamponamento de dietas, inibindo o crescimento de bactérias
patogénicas (SAMANTA et al., 2008; PANDA et al., 2009). Os mesmos ocasionam o aumento
da propor¢ao de bactérias benéficas tolerantes a ambientes dcidos como Lactobacillus spp. e,
consequentemente, reduzem a competicao por nutrientes (BIGGS; PARSONS, 2008; NAVA
et al., 2009; BOROOIJENI et al., 2014); além de controlar microrganismos prejudiciais em
orgdos digestivos e respiratorios e melhorar as respostas imunologicas em aves (YESILBAG;
COLPAN, 2006; ABUDABOS et al., 2014).

Pode-se melhorar a digestibilidade de nutrientes por aumentar a reten¢do de proteina
e matéria seca, além aumentar a absor¢do de fosforo (RAFACZ-LIVINGSTON et al., 2005;

NEZHAD et al., 2011). O aumento da eficiéncia alimentar nas aves também pode ser
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parcialmente explicado pela melhora na morfologia intestinal, podendo assim aumentar a
capacidade de absorcdo de nutrientes, além disso os acidos organicos contribuem como fontes
de energia estimulando rea¢des metabolicas (PARTANEN; MROZ, 1999).

Os acidos organicos também podem formar quelatos que previnem reagdes de ions
metalicos com nutrientes, aumentando assim a metabolizabilidade dos nutrientes, além de,
inibir a a¢do de ions metalicos como catalisadores em reagdes danosas ao organismo (ADAMS,
1999).

Contudo, mesmo diante dos diversos beneficios dos acidos organicos na producdo
animal, esses efeitos sdo influenciados por fatores como nivel de inclusdo, propor¢do das
formas dissociada e ndo dissociada, capacidade de tamponamento dos demais ingredientes da
racdo (DIBNER; BUTTIN, 2002). Nos ingredientes fontes de proteina de origem animal, a
capacidade tamponante ¢ maior comparado a de cereais. Dessa forma, os alimentos possuem
capacidade tamponante intrinseca, que ¢ a capacidade de resistir a mudanca de pH apds adi¢ao

de solucdo seja acido ou base (YAMILE et al., 2019).

2.6.2 Absorcao de acidos organicos

Os 4acidos organicos nao dissociados sdo absorvidos pelo epitélio intestinal por
difusdo passiva através de um gradiente eletroquimico favoravel (MENTEN ez al., 2014). O pH
das porgdes do sistema digestivo das aves varia de 4,5 no papo, 4,8 no proventriculo, 4,7 a 2,5
na moela, 6,4 no duodeno, 6,6 no ileo superior; chegando a 7,2 no ileo inferior (STURKIE,
1986).

Os 4cidos fumarico e citrico sdo absorvidos por mecanismos de gradiente de Na*
especifico para di e tricarboxilicos. O acido latico, o fumarico e o citrico, apos absorvidos, sao
metabolizados pelo ciclo dos acidos carboxilicos a diéxido de carbono e agua, sendo produzidos
um total de 10 a 27 moles de ATP (KIRCHGESSNER; ROTH, 1998). O acido férmico ¢
metabolizado no figado a dioxido de carbono num processo que depende de tetraidrofolato,
sendo seu acamulo toxico (MAKAR et al., 1990), sendo necessario determinar a quantidade
adequada desses acidos organicos, evitando excessos.

Os acidos graxos de cadeia curta como acético, propionico e butirico sao produzidos
no ceco e colon dos monogastricos pela fermentagdo de carboidratos e fibras da dieta. As taxas
de transporte dos acidos pela mucosa do intestino grosso dependem da concentragcdo

(FLEMING; CHOI; FITCH, 1991).
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E preciso melhor entender os efeitos dos 4cidos organicos isolados ou em associacio
com outros aditivos, além do efeito no ph, efeitos na heterogeneidade da microbiota intestinal
e eventos fisiologicos concorrentes. Dessa forma, ao decidir pela utilizagao de acidos organicos
na ragdo, ¢ importante conhecer as caracteristicas dos acidos, seus sais ou suas misturas

(MENTEN et al., 2014).

2.6.3 Acao antimicrobiana de acidos organicos

Animais e plantas vivem em constante simbiose com diversas bactérias, que
competem com as bactérias patogénicas, que regulam o desenvolvimento do intestino, além de
produzir vitaminas para o hospedeiro. No entanto, algumas bactérias s3o conhecidas por serem
causadoras de doengas, além da competicdo de nutrientes entre o animal hospedeiro ¢ a
populacdo bacteriana. Sabe-se que as bactérias patogénicas secretam substancias toxicas,
podem reduzir a digestibilidade, podem aumentar a taxa de renovacdo das células epiteliais
absortivas, aumentam a taxa de secre¢do de muco pelas células caliciformes e estimulam o
sistema imunoldgico e respostas inflamatorias (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).
Portanto, ¢ muito importante manter o equilibrio da populagao bacteriana intestinal. Os acidos
organicos tém efeito sobre a microbiota, reduzindo a populacdo de espécies como E. coli,
Salmonella e Campylobacter, que sao espécies prejudiciais (DIBNER; BUTTIN, 2002).

A parede celular das bactérias consiste principalmente de peptideoglicanos ligados
por polissacarideos extracelulares. A camada de peptideoglicano ¢ mais fina em bactérias gram-
negativas em comparacdo com bactérias gram-positivas. Entretanto, bactérias gram-negativas
possuem uma resisténcia a antibidticos e detergentes hidrofobicos devido a presenga de uma
membrana externa adicional (SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015; GAO; SU; WANG,
2022).

A agdo antimicrobiana dos 4cidos organicos pode acontecer de duas formas. A
primeira com a reducao do pH do meio. E a segunda devido a acdo da forma nao dissociada
(HELLWEG et al., 2006). A forma nao dissociada por ser soluvel em lipidios, tem a capacidade
de atravessar passivamente a membrana celular, e acaba inativando enzimas e for¢ando a célula
bacteriana a gastar energia para exportar protons excedentes H™ (KHAN; IQBAL, 2016). A
forma nao dissociada também provoca o aumento da pressao osmotica, que na tentativa de
equilibrar a carga elétrica, aumenta os niveis de sodio, potassio ou glutamato, a ponto de

provocar o rompimento da parede celular devido ao aumento de pressdo sobre a mesma

(LUCKSTADT; MELLOR, 2010).



36

A toxicidade no interior da célula bacteriana varia em func¢ao do acido e do tipo de
microrganismo (KHAN; IQBAL, 2016). Segundo Patanen (2001), as bactérias gram-negativas
sao sensiveis a acidos com cadeia carbonica inferior a 8 carbonos, enquanto as bactérias gram-
positicas sdo sensiveis a acidos de cadeia longa.

Os 4cidos organicos alteram sua forma entre ionizada e ndo ionizada conforme seu
pKa e pH do meio. O pKa de um acido ¢ o valor de pH no qual 50% do acido esta na forma
ionizada, e determinado pelo logaritmo negativo da constante de ionizacao do acido, ou Ka,
que, indica a for¢a do 4cido, ou seja, sua capacidade doadora de protons (KHAN; IQBAL,
2016). Quanto menor o pH do meio e maior o pKa do acido, mais eficiente ele ¢ como agente
antimicrobiano (PARTANEN, 2001), sendo melhorada sua eficdcia quanto maior for sua
concentragdo, sua cadeia carbonica e seu grau de insaturacdo (PARTANEN; MROZ, 1999;
KHAN; IQBAL, 2016). A maioria dos acidos organicos com atividade antimicrobiana tem um
pKa entre 3 e 5 (KHAN; IQBAL, 2016).

Ao reduzir a populacdo microbiana maléfica, ocorre um alivio no metabolismo
animal devido a redugdo na produ¢do de amodnia, amina e toxinas no intestino, e
consequentemente, ocorrera uma reducdo da exigéncia de mantenga dos animais, pois maior
quantidade de nutrientes estardo disponiveis para absorcao e utilizagdo para deposi¢ao muscular

levando a melhor eficiéncia alimentar (HELLWEG et al., 2006; LEE et al., 2015).

2.6.4 Acidos organicos na ragio de frangos de corte

O uso de acidos organicos tem demonstrado beneficios significativos na produgao
de aves nas pesquisas que vem sendo realizadas ao longo dos anos. A suplementacdo de acido
fumarico em frangos de corte promoveu melhora no ganho de peso e na conversdo alimentar
(BIGGS; PARSONS, 2008; ADIL ef al., 2011; BANDAY et al., 2015; YANG, et al., 2018;
2019). Efeitos semelhantes de melhoria de desempenho de crescimento foram vistos quando o
acido butirico foi incluido na ragdo de frangos de corte (PANDA et al., 2009; ADIL et al.,
2011). Outros acidos também foram testados e promoveram melhora no desempenho das aves
como acido citrico (CHOWDHURY et al., 2009; SALGADO-TRANSITO et al., 2011) e 4cido
formico (HERNANDEZ et al., 2006; PANDA et al., 2009). Samanta et al. (2008), ao utilizarem
uma combinagdo de acidos organicos, incluindo acido férmico e propidnico, verificaram
melhora na conversao alimentar de frangos de corte.

Outras pesquisas tém relatado melhora no ganho de peso e conversdo alimentar

utilizando butirato de calcio (KACZMAREK et al. 2016); acido fumarico (SHEIKH et al.,
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2011) e acido citrico (AFSHARMANESH; POURREZA, 2005; NEZHAD et al., 2007), além
de aumento no consumo de ragido (MOGHADAM; POURREZA; SAMIE, 2006) e melhora na
eficiéncia alimentar (ABDEL-FATTAH et al., 2008).

Outros estudos verificaram melhora de variaveis relacionadas a qualidade 6ssea,
como maior reten¢do de fosforo (BRENES et al., 2003; LIEM; PESTI; EDWARDS JR., 2008)
e maior teor de cinzas na tibia (RAFACZ-LIVINGSTON et al.,, 2005; MARTINEZ-
AMEZCUA; PARSONS; BAKER, 2006) de frangos de corte. Também se tem verificado
reducdo no pH no contetdo do papo, moela e intestino (NOURMOHAMMADI;
KHOSRAVINIA, 2015) em frangos de corte, além de melhora nas respostas imunes dos
frangos de corte (RAHMANI; SPEER, 2005; ABDEL-FATTAH et al., 2008).

Estudos mostraram que a adi¢do de acido citrico na dieta de aves contribuiu para
diminuir a contagem de bactérias intestinais patogénicas (ELNAGGAR E ABO EL-MAATY,
2017; FIKRY et al., 2021). Além do acido citrico promover redu¢do no pH do conteudo do
trato gastrointestinal (FIKRY et al., 2021), melhora a morfometria do intestino delgado
(NOURMOHAMMADI; AFZALI, 2013) e melhora da digestibilidade dos nutrientes da ragdo
(NOURMOHAMMADI et al., 2012; FIKRY et al., 2021). Além disso, a suplementacido de
acido citrico em dietas com baixo teor de nutrientes pode compensar as perdas de desempenho

de frangos de corte (ISLAM et al., 2021).

2.7 Acido citrico

O 4cido citrico ¢ um 4cido tricarboxilico (&cido 2-hidroxi-1,2,3-propano-
tricarboxilico), quando puro é incolor, facilmente solivel em agua. E biodegradavel,
ecologicamente correto, econdmico e seguro (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013). O
acido citrico ¢ um metabdlito comum de plantas e animais, sendo o principal intermediario do
metabolismo dos carboidratos. (ANGUMEENAL; VENKAPPAYYA, 2013; ABDEL-SALAM
etal.,2014).

Foi isolado pela primeira vez em 1784 pelo quimico sueco Carl Wilhelm Scheele,
que o cristalizou a partir do suco de limdo. A producdo do 4cido citrico em escala industrial
comecou em 1860 (ISLAM, 2012).

O uso de acido citrico cria um ambiente acido (pH 3,5 a 4,0) no intestino que
favorece o desenvolvimento de lactobacilos e inibe a replicagdo de Escherichia coli, Salmonella
spp, € outras bactérias gram-negativas (CHOWDHURY et al., 2009). Atua por ativagdo de

enzimas proteoliticas, estimula o consumo de ragdo, reduz a produgdo de amdnia e outros
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metabolitos microbianos depressores do crescimento, favorece a absor¢do de minerais e
diminui a incidéncia de infec¢des subclinicas (CHOWDHURY et al., 2009; ISLAM, 2012).

O mecanismo de agdo ¢ semelhante ao de outros acidos orgéanicos de cadeia curta.
Quando o 4acido esta na forma nao dissociada no intestino, atravessa a membrana celular dos
patdgenos e ocorre a dissociagdo com a libera¢do de ions H" que leva a reducdo do pH com
consequente inibicdo de reagdes metabolicas essenciais, levando ao desequilibrio na
homeostase do pH intracelular e acimulo de anions toxicos, levando a destrui¢ao do citoplasma

e inibindo a colonizacao por patdogeno na borda em escova (ISLAM, 2012).
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3 ANACARDATO DE CALCIO EM ASSOCIACAO COM ACIDO CIiTRICO NA
RACAO DE FRANGOS DE CORTE: DESEMPENHO, PARAMETROS SANGUINEOS
E STATUS OXIDATIVO DO SANGUE E FIGADO

RESUMO

O objetivo com esta pesquisa foi avaliar os efeitos da adicao de combinagdes de anacardato de
calcio com 4cido citrico na racdo de frangos de corte sobre os pardmetros hematoldgicos e
bioquimicos do sangue, pH do contetido e peso relativo de d6rgdos e segmento do trato
digestorio, oxidacdo lipidica do soro sanguineo e figado, desempenho e caracteristicas de
carcaga. Foram utilizados 768 pintos machos de frangos de corte da linhagem Ross com 1 dia
de idade, distribuidos em delinecamento experimental inteiramente casualizado com oito
tratamentos e seis repeti¢cdes de 16 aves. Os tratamentos foram constituidos por: ragdo controle
negativo; racao controle positivo; ragdo com 0,25% AnCa (Anacardato de célcio) + 0,25% AC
(Acido citrico); ragao com 0,50% AnCa + 0,25% AC; ragao com 0,50% AnCa + 0,50% AC;
racao com 0,75% AnCa + 0,25% AC; racao com 0,75% AnCa + 0,50% AC; racao com 0,75%
AnCa + 0,75% AC. Conforme os resultados, em relagdo as aves alimentadas com ragao
controle negativo, as diferentes combinagdes de anacardato e acido citrico reduziram o nivel de
acido urico no sangue das aves aos 21 dias de idade. O peso relativo do duodeno foi maior com
a adicao de 0,75% AnCa + 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa + 0,75% AC aos 21 e 42 dias de idade. A
capacidade antioxidante do sangue aumentou com a adi¢do de ragdes contendo 0,50% AnCa +
0,25%AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC; 0,75% AnCa + 0,50% AC e
0,75% AnCa + 0,75%AC aos 42 dias de idade. A oxidagao lipidica do sangue diminuiu com
todas as doses de AnCa + AC aos 42 dias de idade e a oxidacdo lipidica do figado diminuiu
com todas as doses de AnCa+ AC aos 21 e 42 dias de idade. Quanto ao desempenho, no periodo
de 1 a 21 dias de idade, observou-se que as aves alimentadas com a adig¢ao a partir 0,50% AnCa
+ 0,25% AC na racdo apresentaram menor consumo de ra¢do, ganho de peso e peso final em
relacdo as aves alimentadas com a rac¢do controle negativo. Contudo, no periodo de 1 a 42 dias
de idade, o ganho de peso ndo foi influenciado pelos tratamentos, enquanto, a adi¢cao de 0,75%
AnCa + 0,25% AC ou 0,75% AnCa + 0,75% AC reduziu o consumo de ragao ¢ a conversao
alimentar melhorou com as combinagdes de 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25%
AC; e 0,75% AnCa + 0,50% AC. As caracteristicas de carcagas dos frangos ndo foram
influenciadas pelos tratamentos. Conclui-se que concentra¢do de acido urico sanguineo em

frangos até 21 dias reduz com a adi¢ao de anacardato de calcio e acido citrico em todos niveis
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testados, € o consumo de racdo e ganho de peso reduzem com a adigdo das combinacdes de
0,50% AnCa ¢ 0,25% AC; 0,50% AnCa ¢ 0,50% AC; 0,75% AnCa ¢ 0,25% AC; 0,75% AnCa
e 0,50% AC e 0,75% AnCa e 0,75% AC. Contudo, quando se considera o periodo total de
criacdo, pode-se recomendar a adi¢ao de 0,50% AnCa + 0,50% AC, visto que esta combinagao
melhora o estado oxidativo no sangue e figado dos frangos aos 42 dias de idade e a conversao

alimentar.

Palavras-chave: 4acido anacardico, 4cido orgénico, composto fenolico, conversdo alimentar,

estabilidade lipidica.
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Calcium anacardate in association with citric acid in broiler feed: performance, blood
parameters and oxidative status of blood and liver

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of the addition of combinations of
calcium anacardate with citric acid in the diet of broiler chickens on the hematological and
biochemical parameters of the blood, pH of the content and relative weight of organs and
segments of the digestive tract, oxidation blood serum lipids and liver, performance and carcass
traits. 768 male Ross broiler chicks, 1 day old, were distributed in a completely randomized
experimental design with eight treatments and six replications of 16 birds. The treatments
consisted of: negative control ration; positive control ration; ration with 0.25% AnCa (Calcium
anacardate) + 0.25% AC (Citric acid); ration with 0.50% AnCa + 0.25% AC; ration with 0.50%
AnCa + 0.50% AC; ration with 0.75% AnCa + 0.25% AC; ration with 0.75% AnCa + 0.50%
AC; ration with 0.75% AnCa + 0.75% AC. According to the results, in relation to the birds fed
with negative control ration, the different combinations of anacardate and citric acid reduced
the level of uric acid in the blood of the birds at 21 days of age. The relative weight of the
duodenum was greater with the addition of 0 .75% AnCa + 0.50% CA and 0.75% AnCa +
0.75% CA at 21 and 42 days of age. The blood antioxidant capacity increased with the addition
of diets containing 0.50% AnCa + 0, 25%AC; 0.50% AnCa + 0.50% AC; 0.75% AnCa + 0.25%
AC; 0.75% AnCa + 0.50% AC and 0.75% AnCa + 0.75% AC at 42 days of age. Blood lipid
oxidation decreased with all doses of AnCa + AC at 42 days of age and the liver lipid oxidation
decreased with all doses of AnCa + AC at 21 and 42 days of age. As for performance, in the
period from 1 to 21 days of age, it was observed that birds fed with the addition of 0.50% AnCa
+ 0.25% AC in the feed showed lower feed intake, weight gain and weight final in relation to
the birds fed with the negative control ration. However, in the period from 1 to 42 days of age,
weight gain was not influenced by treatments, while the addition of 0.75% AnCa + 0.25% AC
or 0.75% AnCa + 0.75% AC reduced feed intake and improved feed conversion with
combinations of 0.50% AnCa + 0.50% AC; 0.75% AnCa + 0.25% AC; and 0.75% AnCa +
0.50% AC. The carcass characteristics of chickens were not influenced by treatments. It is
concluded that blood uric acid concentration in chickens up to 21 days old reduces with the
addition of calcium anacardate and citric acid at all levels tested, and feed intake and weight
gain decrease with the addition of the 0.50% combinations AnCa and 0.25% CA; 0.50% AnCa
and 0.50% AC; 0.75% AnCa and 0.25% AC; 0.75% AnCa and 0.50% AC and 0.75% AnCa
and 0.75% AC. However, when considering the total rearing period, the addition of 0.50%
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AnCa + 0.50% AC can be recommended due to this combination improves the oxidative state

in the blood and liver of chickens at 42 days of age and the feed conversion.

Keywords: anacardic acid, organic acid, phenolic compound, feed conversion, lipid stability.
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3.1 Introducio

A producgao de carne de frangos criados sem a utilizagao de antibidticos promotores
de crescimento na ragao ¢ uma realidade para a industria avicola que ha décadas tem buscado
alternativas para manter a saude intestinal dos frangos, garantindo, as suas fun¢des digestivas,
absortivas, metabolicas, imunoldgicas e endocrinoldgicas (SVIHUS, 2014), que se
interrompidas, podem afetar as fungdes sist€émicas acarretando perdas de desempenho animal
(OVIEDO-RONDON, 2019).

Entre as alternativas para substituir os antibioticos das ragdes, podem ser destacados
os aditivos fitogénicos e os dacidos organicos e seus sais (POLYCARPO et al., 2017;
KURALKAR; KURALKAR, 2021; MELAKU ef al., 2021). Mais recentemente tem surgido o
interesse no desenvolvimento de produtos contendo misturas de fitogénicos, principalmente
polifendis e acidos organicos (FASCINA et al., 2017; SCICUTELLA et al., 2021; ADEWOLE
etal., 2021).

O 4cido anacérdico ¢ um composto fenolico naturalmente encontrado em maior
propor¢ao no liquido da casca da castanha de caju e que apresenta atividade antioxidante,
antitumoral, antibacteriana, antifungica e, também, a habilidade de inibir as enzimas tirosinase,
prostaglandina sintase e lipoxigenase (TOYOMIZU et al., 2003). A agdo dos 4cidos anacardicos
vem sendo estudada ha algum tempo com resultados positivos no controle de diversos agentes
infecciosos (KUBO et al., 2003; NARASIMHAN et al., 2008).

O 4cido anacardico pode ser isolado do liquido da castanha de caju e utilizado na
forma de anacardato de calcio, possibilitando a sua melhor utilizacdo em racdes devido a sua
apresentacao em pd. Resultados de pesquisas com o uso de anacardato de calcio na alimentagdo
de suinos na fase de creche (MATOS et al., 2017), codornas de postura (SANTOS et al., 2022)
e frangos aos 42 dias (FREITAS et al., 2022) indicaram desempenho das diferentes espécies
semelhante aqueles cujos grupos controle foram alimentados com ra¢do contendo antibidtico
promotor de crescimento. Ferreira et al. (2020) encontraram melhora na conversao alimentar
de suinos na fase de creche ao associar acido citrico e anacardato de calcio. Dessa forma, o
acido anacardico isolado ou de forma associada proporcionou resultados semelhantes aos
animais alimentados com dieta contendo promotor de crescimento.

A eficiéncia da atividade antibacteriana de um d&cido orgéanico depende das
propriedades quimicas do 4cido ou de seu sal, sendo a capacidade de dissociagdo a principal
caracteristica envolvida na resposta (DIBNER; BUTTIN, 2002). Segundo Ferreira et al. (2020),

o pH luminal para dissociacdo do anacardato de célcio deve ser inferior a 4 e, portanto, a
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administracdo conjunta do anacardato de calcio com um acido orgéanico pode promover uma
reducdo do pH no trato gastrointestinal favorecendo a dissocia¢do dos sais de anacardato de
calcio em acidos anacardico e ions de célcio, disponibilizando a forma livre para atuar no limen
intestinal e ser absorvido, obtendo-se assim os beneficios das suas agdes bioldgicas.

O 4cido citrico ¢ um acido organico que ¢ geralmente utilizado para reduzir o pH
gastrico e assim facilitar digestdo de proteinas e absor¢do de aminoacidos (CHOWDHURY et
al., 2009), além de atuar favorecendo o desenvolvimento de Lactobacillos e inibindo a
microflora intestinal patogénica (CHOI ef al., 2000; SUIRYANRAYNA; RAMANA, 2015).

Nesse contexto, objetivou-se com esta pesquisa avaliar os efeitos da adi¢do de
diferentes combinacdes de anacardato de calcio com 4acido citrico na ra¢ao de frangos de corte
sobre parametros hematologico e bioquimico do sangue, pH do contetido de seguimentos do
trato digestorio, peso relativo de oOrgdos, oxidacdo lipidica do soro sanguineo e figado,

desempenho e caracteristicas de carcaga.

3.2 Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o protocolo N° 4438250719,
e estdo de acordo com os principios €ticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.2.1 Producdo do anacardato de calcio

Os procedimentos de extragdo do liquido da casca da castanha de caju e producao
do anacardato de célcio foram realizados no laboratorio de extracdo (LAEX), localizado no
Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

As cascas da castanha de caju foram adquiridas de empresa que realiza o
beneficiamento da castanha para extra¢do da améndoa, localizada no municipio de Pacajus,
Ceard, Brasil. Nas instalacoes do LAEX, inicialmente as cascas da castanha foram trituradas
em picador forrageiro (GTI-2000 LDF) e, em seguida, acondicionadas em recipientes de vidro,
onde permaneceram imersas em etanol 99,5 °GL, na proporgdo de 1:1, durante sete dias, em
temperatura ambiente. Apos este periodo a mistura foi filtrada com o auxilio de um tecido
(TNT) de 0,5mm, obtendo o liquido da castanha de caju (LCC) mais etanol. Apos esse

procedimento foi adicionado mais alcool no mesmo material até ficar imerso novamente por
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mais 7 dias, e posteriormente foi realizado o0 mesmo procedimento para retirada do LCC mais
etanol.

O LCC obtido na primeira e na segunda filtracao foi homogeneizado e a quantidade
média de etanol e LCC na mistura foi determinada, submetendo-se trés amostras da mistura a
evaporagdo em evaporador rotativo (Evaporador Rotativo TE — 210®, Tecnal, Piracicaba,
Brasil), a 50°C, rotagdo de 60 rpm e pressao reduzida para recuperacao do solvente (etanol) e
obten¢do do LCC. As concentragdes obtidas na solugdo foram de 25,5% de LCC e 74,5% de
etanol.

O anacardato de calcio foi obtido segundo metodologia apresentada por
Paramashivappa et al. (2001), com adaptagdes propostas por Trevisan et al. (2006), em que a
partir da reag@o dos acidos anacérdicos presente no LCC com hidrdéxido de célcio, forma-se um
sal de calcio que se precipita da mistura e pode ser separado. Para isso, em um béquer com
capacidade de 4L foram adicionados 2.157mL da solucao de LCC+ etanol (550mL de LCC e
1.607mL de etanol), 150 mL de 4dgua destilada e 250g de hidréxido de calcio dissolvidos em
1.243mL de etanol. Essa mistura foi aquecida com agitagdo (Agitador Magnético com
Aquecimento — Q261-22, Quimis, Diadema, Brasil), até atingir a temperatura de 50°C,
permanecendo nessa condi¢ao por 4h. Ao final do periodo, a mistura foi deixada em descanso
para a decantagdo por 1 hora. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionado 800 mL de
etanol a massa decantada que foi submetida a uma nova agitacdo e aquecimento por mais 1
hora. Novamente a mistura foi deixada para decantacdo por igual periodo e foi retirado o
sobrenadante. O material precipitado foi retirado e filtrado com o auxilio de um tecido (TNT)
de 0,5mm, para a separacao do anacardato de célcio e dos residuos do sobrenadante que ainda
estavam misturados ao precipitado. O anacardato de calcio, retido no TNT, foi encaminhado
para secagem em estufa de ventilagdo forcada (Estufa de secagem - MA035/5/10P, Marconi,
Piracicaba, Brasil) a 55°C por 72 horas, e entdo triturado.

A andlise de quantificacdo dos 4cidos anacardicos no anacardato de calcio foram
realizadas no laboratorio de produtos naturais do Departamento de Quimica da UFC. Para esta
analise, a amostra de anacardato de calcio foi convertida em acidos anacardicos conforme
procedimento descrito por Paramashivappa et al. (2001), em que uma aliquota de 1,1 gramas
de anacardato de célcio foi transferida para um Erlenmeyer com 3 mL acetato de etila, 8,8 mL
agua e 1,2 mL de HCI P.A, submetido a mistura sob vigorosa agitacdao durante 1 h e
posteriormente filtrada em funil de Biichner. O filtrado foi transferido para um funil de
separacgao, onde foi realizada uma particao liquida - liquido com acetato de etila (2x 3 mL),

obtendo uma fase organica rica em 4cidos anacardicos, que foi posteriormente lavada com dgua
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Mili — Q (200 mL) e seca com sulfato de s6dio anidro. O extrato foi submetido a rotaevaporacao
para eliminacao do solvente e obtencdo de uma fracao contendo apenas os acidos anacardicos
que foi quantificada por meio de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) com
detector DAD (Diode Array Detector) da marca Agilent operando na faixa ultravioleta com
coluna analitica C-18 Latek (5 um, 250 x 4 mm) em uma corrente de mL.mim ™' com volume
de injecao de 10puL. O detector DAD foi ajustado nos comprimentos de onda de 254, 278, 325
e 340 nm, onde os acidos anacardicos tém picos de absor¢do mais elevados em UV-VIS. A

quantidade de acidos anacérdicos presentes no anacardato de calcio foi de 66,65%.

3.2.2 Delineamento experimental, tratamentos e manejo das aves

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia
da UFC em um galpao com dimensodes de 15 m x 10 m, provido de 48 boxes de 1,0 x 1,5 m
com o piso coberto com maravalha e equipados com comedouros tubular e bebedouro pendular.

Foram utilizados 768 pintos machos de frangos de corte da linhagem Ross 308 AP
(AP95) com 1 dia de idade, vacinados no incubatério contra a doenga de Marek e Gumboro.
Aos 7 dias os pintos foram vacinados contra a doenga de Newcastle. No galpao experimental,
as aves foram pesadas para obtencdo do peso médio (36,78 g + 0,57), critério utilizado para
uniformizacdo das unidades experimentais, conforme recomendagdes de (SAKOMURA;
ROSTAGNO, 2016), e distribuidas nas parcelas seguindo um delineamento experimental
inteiramente casualizado composto de oito tratamentos e seis repeti¢des de 16 aves por unidade
experimental, totalizando 96 aves por tratamento.

Os tratamentos foram constituidos por: ra¢do controle negativo (sem promotor de
crescimento e sem anticoccidiano); ragcdo controle positivo (com promotor de crescimento e
anticoccidiano); ragdes com niveis de anacardato de calcio associado a niveis de acido citrico,
sendo ragdo com 0,25% de Anacardato de Calcio (AnCa) + 0,25% de Acido citrico (AC); ragdo
com 0,50% AnCa + 0,25% AC; ragdo com 0,50% AnCa + 0,50% AC; racdo com 0,75% AnCa
+0,25% AC; ragdo com 0,75% AnCa + 0,50% AC; racdo com 0,75% AnCa + 0,75% AC.

O programa de alimentagdo foi dividido em quatro fases, pré-inicial (1 a 7 dias),
inicial (8 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias). O programa de luz adotado
foi de 24h de luz de 1 a 7 dias e 23h de luz de 8 a 42 dias.

Para obtencdo das ragdes experimentais, em cada fase de criagdo, formulou-se a
racdo controle negativo (Tabela 2), considerando os valores nutricionais e energéticos dos

ingredientes e as exigéncias nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017), usando na sua
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composi¢ao a inclusdo 1,50% de um ingrediente inerte. As ragdes dos demais tratamentos foram
obtidas pela substituicdo do inerte pelo promotor de crescimento e anticoccidiano ou do
anacardato de célcio e acido citrico, na propor¢ao de cada tratamento.

Nas racdes controle positivo foram adicionados: 33 g de Stafac 500 (50%
Virginiamicina) + 500 g de Coxistac (12% de Salinomicina) por tonelada de ragao.

Durante o periodo experimental, os dados de temperatura e umidade relativa do ar
foram registrados por dois dataloggers instalados na altura das aves. As médias de temperatura
ambiente e umidade relativa no galpdo durante o experimento foram 29,22°C e 62,19 %,

respectivamente.

Tabela 2- Composi¢des, niveis nutricionais e energéticos calculados das racdes experimentais
controle negativo para frangos de corte nas diferentes fases de criacdo

Fases (idade em dias)

Ingredientes 1a7 8a2l 22235 36a42
Milho 48,20 50,03 58,62 65,55
Farelo de soja (45% PB) 42.60 40,03 32,71 26,94
Oleo de soja 3,33 4,41 3,45 2,78
Fosfato bicalcico (25% Ca, 19% P) 1,92 1,70 1,52 1,15
Calcario calcitico (37,7% Ca) 1,15 1,04 0,88 0,79
Sal comum 0,53 0,52 0,49 0,47
DL-metionina (99%) 0,32 0,31 0,27 0,23
L-lisina (54,6%) 0,20 0,21 0,30 0,34
L-treonina (98,5%) 0,05 0,05 0,06 0,05
Suplemento vitaminico' 0,15 0,15 0,15 0,15
Suplemento mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05
Inerte’ 1,50 1,50 1,50 1,50
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Nivel energético e nutricional calculado

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2975,00 3050,00 3100,00 3150,00
Proteina bruta (%) 24,00 23,00 20,50 18,50
Lisina digestivel aves (%) 1,29 1,24 1,12 1,01
Metionina + cistina digestivel (%) 0,96 0,92 0,83 0,75
Metionina digestivel (%) 0,64 0,61 0,55 0,49
Treonina digestivel (%) 0,85 0,82 0,74 0,67
Triptofano digestivel (%) 0,27 0,26 0,22 0,19
Valina digestivel (%) 1,00 0,96 0,85 0,76
Calcio (%) 0,97 0,88 0,76 0,63
Fosforo disponivel (%) 0,46 0,42 0,37 0,30
Sédio (%) 0,23 0,22 0,21 0,20
Cloro (%) 0,38 0,37 0,36 0,35
Potassio (%) 0,93 0,89 0,79 0,70

! Composigo por Kg do produto: Vit. A 9.000.000,00 UL Vit. D3 2.500.000,00 UI; Vit. E 20.000,00 UL, Vit. K3 2.500,00 mg
; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 6.000,00 mg; Vit. B6 3.000,38 mg; Vit. B12 15,00 mg; Acido fdlico 1.500,00 mg; acido nicotinico
35000 mg; Acido pantoténico 12.000,00 mg; Biotina 100mg; Selénio 250,00 mg; 2 Composicio por Kg do produto: Ferro
100.000,00 mg; cobre 20.000,00 mg; Manganés 130.000,00 mg; Zinco 130.000,10 mg; Iodo 2.000,00 mg; * Areia lavada.
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3.2.3 Pardmetros sanguineos

Aos 21 e 42 dias de idade, foi selecionada aleatoriamente uma ave por unidade
experimental, as quais foram identificadas, pesadas e encaminhadas ao abatedouro, onde foram
eutanasiadas, através de insensibilizagdo por eletronarcose, seguida de corte na veia jugular e
sangria, onde foi coletado sangue para avaliagdao dos parametros bioquimicos, hematologicos e
status oxidativo detalhado posteriormente. Apos, procedeu-se a escaldagem (4gua a 60°C por 3
minutos), depena e abertura da cavidade abdominal para retirada dos 6rgdos para analise do ph
do conteudo, desenvolvimento de 6rgdos, além da separacdo do figado para analises de status
oxidativo, descritas posteriormente. detalhadas posteriormente com posterior dissecagao do
proventriculo, da moela, dos intestinos, sendo avaliadas as por¢des duodeno, jejuno, ileo e
cecos, e separagdo do figado para andlises de oxidagao lipidica, descritas posteriormente.

Foram utilizados tubos esterilizados para coleta de trés amostras de sangue, sendo
duas em tubos sem anticoagulante para as analises dos pardmetros bioquimicos e oxidativo, e
uma em tubos contendo EDTA para a determinacdo dos pardmetros hematologicos.

As amostras de sangue para a determinagdo dos parametros bioquimicos foram
deixadas em temperatura ambiente para coagulacdo e posterior centrifugacao a 3.000 rpm
durante 15 minutos e depois dessorados, imediatamente congelados em nitrogénio liquido e,
em seguida, armazenadas a -8°C para posterior determinacdo dos niveis séricos de acido Urico,
creatinina, aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase, colesterol total, lipoproteina
de baixa densidade, lipoproteina de alta densidade e triglicerideos pelo método automatizado
(Metrolab 2300 Plus) com kits cinéticos Weiner, conforme orientagdo do fabricante (Wiener
Laboratorio, Rosario, Argentina) e determinagdo dos parametros oxidativos descritos
posteriormente.

A avaliacdo dos parametros hematoldgicos foi realizada por meio de hemograma. A
determinagdo da hemoglobina foi realizada em contador automatico veterinario de células
(Hemascreen 18) e a determinagdo do volume globular foi realizada através da técnica do
microhematocrito utilizando-se tubos capilares Perfecta® e centrifuga de microhematdcrito. A
determinagdo das proteinas plasmaticas totais foi realizada por refratometria através de
refratometro de mao QUIMIS® Q767. As determina¢des de hematimetria e leucometria foram
realizadas a partir de uma Unica dilui¢do que evidencia os eritrdcitos e os leucocitos, utilizando-
se a solugcdo de Natt-Herrick. A técnica da leucometria especifica foi realizada através de

hematoscopia em aumento de 1000x (imersao) dos esfregagos corados pelo May-Grunwald-
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Giemsa (MGG).

3.2.4 pH do conteudo e desenvolvimento dos seguimentos do trato gastrointestinal

Foram retirados o TGI e o figado, com posterior dissecagcdo do proventriculo, da
moela, dos intestinos, sendo avaliadas as por¢des duodeno, jejuno, ileo e cecos.

O conteudo presente em cada segmento do trato gastrointestinal foi colhido em
béquer, diluido e homogeneizado em agua destilada na proporcao 1:1 e deixadas em descanso
por 5 minutos. Em seguida, o pH foi mensurado por meio de um pHmetro de bancada
previamente calibrado (HI 2222, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, EUA).
Posteriormente, estes 6rgdos foram pesados para o calculo do peso relativo, expressos em

percentagem de peso vivo.

3.2.5 Status oxidativo do sangue e figado

O status oxidativo do sangue e do figado foram avaliados por meio da determinacao
das concentragcdes de compostos fendlicos e substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) e da capacidade antioxidante. Previamente as andlises, as amostras foram
descongeladas em temperatura ambiente.

Para determinagdo do valor de TBARS no soro, em tubos foram adicionados 250
nL de soro, 400 pL de &cido perclorico 35%, que foram aquecidos em banho-maria a 37°C por
1 hora e posteriormente centrifugados a 1.400rpm por 10 minutos. Uma amostra de 600 pL de
sobrenadante foi misturada a 200 pL de acido tiobarbitarico (TBA) 1,2% e foram incubadas em
banho-maria a 95°C por 1 hora. Apds incubagdo, foram realizadas as leituras das absorbancias
das amostras em espectrofotometro a 535nm. Os resultados foram expressos em nmol de
MDA/mL (DRAPER; HADLEY, 1990).

Para avaliacdo dos compostos fenolicos e capacidade antioxidante, o soro foi
desproteinado. Para isso, uma mistura de 0,5 mL de soro e 0,5 mL de acetona foram agitadas
durante 1 minuto e depois centrifugadas a 4°C (5.500 G; 5 minutos). O sobrenadante foi filtrado
com uma pipeta de Pasteur com algodao para remover pequenas particulas, obtendo-se o extrato
de soro (FERREIRA et al., 2014).

Os componentes fenolicos foram mensurados segundo Parker et al. (2007). Em 100
uL do extrato final foi adicionado 0,5mL de reagente de Folin-Ciocalteu a 10% (v /v). Passados

3 minutos, foi adicionado 0,4 mL de carbonato de sodio (75%), incubado a 45°C por 25 minutos
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em banho seco (ThermoMixer C, Eppendorf®) e a absorbancia medida em espectrofotometro
a 765 nm. A quantifica¢do foi feita com base na curva padrdo gerada com 4cido galico e os
resultados expressos em equivalentes de acido gélico pg/mL de soro.

A capacidade antioxidante no soro foi avaliada pela capacidade de sequestro do
radical DPPH (2,2 difenil-1-picril-hidrazil), de acordo com o procedimento descrito por
Janaszewska e Bartos (2002). Uma aliquota de 400 pL de solugdo metanodlica do radical livre
DPPH (0,1mM) foi adicionado a 360 pL de tampao de fosfato (pH 7,4) mais 40 uL do extrato
e homogeneizado em vortex. Apds 20 minutos foi lida a absorbancia em espectrofotometro
(Femto 700 plus) a 505 nm. A inibi¢ao (descoloragdo) do radical livre DPPH foi calculada como
a percentagem relativa de absorbancia perdida da amostra no momento da leitura em rela¢ao ao
controle.

Para determinacdo do TBARS no figado, utilizou-se o método de extragdo acido
aquosa com adaptacdes (Cherian et al., 2002). Assim, em um tubo de 15ml, foram pesados
aproximadamente 2g de figado triturado. Em seguida, foram adicionados 6,75 mL de 4cido
perclorico (3,86%) e 18,75uL. de BHT (4,5%) sendo o conteido homogeneizado em Vortex por
30 segundos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 8500 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n°® 1. Depois, 1 mL do filtrado foi colocado
em tubo eppendorf adicionando-se em seguida 1 mL de solucdo aquosa 20 mM de TBA. Os
tubos foram aquecidos em aquecedor (Eppendorf Thermo Mixer) por 30 minutos a 95°C sem
agitacdo. A leitura da densidade Optica foi realizada em espectrofotometro a 531 nm. A
concentracdo de TBARS foi calculada através de uma curva padrao de malondialdeido (MDA)

e os resultados expressos em MDA pg/ g da amostra.

3.2.6 Desempenho produtivo

O consumo de ragao (g/ave) foi avaliado no periodode 1 a21 e 1 a 42 dias de idade.
Obtido pela diferenca entre a ragdo fornecida no inicio do periodo de avaliagdo e a sobra ao
final do periodo, sendo calculado o consumo de racdo para cada unidade experimental e
posteriormente dividido pelo nimero de aves, que foi corrigido, pela mortalidade registrada
durante o periodo. O ganho de peso (g/ave) foi avaliado no periodo de 1 a 21 e 1 a 42 dias,
sendo obtido pela diferenga do peso médio da ave por unidade experimental entre o final e o
inicio do periodo de avaliagdo. A conversdo alimentar foi determinada dividindo-se o consumo

de racdo por ave pelo ganho de peso por ave para o periodo de avaliagao.
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3.2.7 Caracteristicas de carcaca

A avaliacdo das caracteristicas de carcaca foi realizada aos 42 dias de idade, quando
um frango de cada parcela foi selecionado com base no peso médio da unidade experimental,
identificado, submetido a jejum alimentar de seis horas, € posteriormente pesado, eutanasiado
por meio de insensibilizagdo por eletronarcose, seguida de corte na veia jugular, sangria,
escaldagem (4dgua a 60°C), depena e evisceragdo. As carcagas limpas, sem pescogo, pés e
visceras foram pesadas para determinacdo do rendimento de carcaga, que foi expresso em
percentagem de peso vivo. Em seguida, foram realizados cortes para retirada do peito,
coxatsobrecoxa e gordura abdominal, os quais foram pesados para o cdlculo do rendimento em

relagdo ao peso da carcaga quente.

3.2.8 Analise estatistica

Para analise estatistica dos dados, foi utilizado o software “Statistical Analyses
System” (SAS, 2000). Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo procedimento
ANOVA, seguindo um modelo inteiramente casualizado. A comparagao das meédias foi

realizada pelo teste de Studant-Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade.



52

3.3 Resultados e discussao

3.3.1 Pardametros hematologicos e bioquimicos do sangue

Na andlise dos parametros hematologicos do sangue dos frangos de corte, aos 21 e
42 dias de idade (Tabela 3), observou-se que os diferentes pardmetros avaliados ndo foram
influenciados significativamente pelos tratamentos. Segundo alguns pesquisadores (TESSARI
et al.,2006; BORSA et al., 2009), a auséncia de alteracdes nos pardmetros hematoldgicos pode
estar relacionada a boa nutri¢do ¢ a falta de desafios em locais onde sdo conduzidos os
experimentos. Isso justifica a semelhanca de resultados entre as aves alimentadas nos
tratamentos controle negativo em relacdo as que receberam ragdo controle positivo ou as
diferentes combinagdes de AnCa + AC. Por outro lado, evidencia que a associagao do AnCa
com AC até a mais elevada dose testada (0,75% AnCa + 0,75% AC) nao promove alteragdes

nesses parametros, mantendo a saide das aves.
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Tabela 3- Parametros hematologicos de frangos de corte alimentados com ragdes contendo anacardato de calcio e acido citrico

HE' HB? HT® VCM* CHCM® Het® Linf” MON’ Plaq!®  Prot. totais!!

8
I ratamentos 10°ul) (gdl)  (4) (L) &) %) %) Y ) q0ul) (gL
1 a 21 dias de idade
Controle negativo 2,47 9,67 30,00 122 32,20 12,33 78,00 0,16 9,67 201.33 3,07
Controle positivo 2,67 9,80 30,33 114 32,23 12,67 79,33 0,16 8,00 155.67 2,80
0,25% AnCa'? + 0,25% ACH 2,28 8,40 32,00 120 31,10 13,00 78,50 0,19 8,50 135.25 2,75
0,50% AnCa + 0,25% AC 2,68 9,62 31,20 117 31,56 15,40 76,80 0,17 7,80 191.40 2,96
0,50% AnCa + 0,50% AC 2,40 9,30 29,00 122 32,10 13,25 77,50 0,18 8,75 146.00 2,80
0,75% AnCa + 0,25% AC 2,67 9,97 33,00 114 30,40 14,67 76,67 0,16 8,33 124.00 3,00
0,75% AnCa + 0,50% AC 2,60 9,48 30,00 117 31,35 13,75 77,25 0,18 9,00 147.50 2,90
0,75% AnCa + 0,75% AC 2,92 10,58 33,67 113 31,42 11,83 80,83 0,16 7,33 189.17 3,08
EPM 4 0,061 0,184 0,515 1,487 0,348 0,425 0,552 0,004 0,316 7,600 0,064
ANOVALP (p-valor) 0,1301 0,0949 0,2140 0,6881 09575 0,5265 0,2663 0,4900 0,5144 0,0702 0,8649
1 a 42 dias de idade
Controle negativo 2,70 10,10 30,00 111,10 33,60 11,00 76,00 0,1400 13,00 163,00 3,40
Controle positivo 2,35 8,93 27,50 117,20 32,33 12,25 76,25 0,1600 11,50 148,50 2,55
0,25% AnCa + 0,25% AC 2,10 8,53 27,00 129,30 31,33 8,75 78,75 0,1125 9,75 162,00 2,55
0,50% AnCa + 0,25% AC 2,50 9,30 29,00 116,15 32,25 8,50 80,00 0,1100 11,50 163,00 2,90
0,50% AnCa + 0,50% AC 2,60 9,77 31,00 119,57 31,87 9,67 80,67 0,1267 9,00 170,00 2,60
0,75% AnCa + 0,25% AC 2,43 9,37 20,67 126,73 31,50 9,67 82,67 0,1167 7,67 197,33 3,00
0,75% AnCa + 0,50% AC 2,80 9,40 31,00 115,65 30,30 13,50 79,50 0,1750 7,00 156,00 2,40
0,75% AnCa + 0,75% AC 2,70 8,70 27,00 120,00 31,00 10,00 80,00 0,1300 10,00 220,00 2,20
EPM 0,065 0,151 0,141 1,937 0,321 0,689 1,207 0,010 0,695 8,0757 0,117
ANOVA (p-valor) 0,0785 0,1980 0,6960 0,2900 0,6961 0,6403 0,9229 0,7546 0,5974 0,6589 0,6968

! Numero total de hemacias; > Hemoglobina; * Hematécrito; * Volume corpuscular médio; ° Concentragdo de hemoglobina corpuscular média; ¢ Heterofilos; 7 Linfocitos; ®
Relacdo heterofilos linfocitos; * Mondcitos; !° Plaquetas; '' Proteinas totais; '> Anacardato de célcio; '3 Acido citrico; '* Erro padrio da média; '3 Anélise de variancia.
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Quanto aos pardmetros bioquimicos do sangue dos frangos de corte, aos 21 e 42
dias de idade (Tabela 4), observou-se que apenas os niveis séricos de acido urico aos 21 dias
de idade foram influenciados significativamente pelos tratamentos. Conforme os resultados,
as aves alimentadas com as ragdes controle negativo ou positivo apresentaram niveis de acido
urico no sangue que nao diferiram entre si, mas foram significativamente maiores que os
determinados para as aves alimentadas com as diferentes combinagdes de AnCa + AC, cujos
resultados nao diferiram entre as diferentes doses de combinagao.

Quanto a redugdo de acido urico no sangue em todas as doses de AnCa + AC pode
ser associada a uma possivel diminui¢do da atividade da enzima xantina oxidase, que catalisa a
reacdo de conversdo de xantina e hipoxantina em acido urico (PACHER et al., 2006; SAUTIN;
JOHNSON, 2008), uma vez que Trevisan et al. (2006), em seus estudos, verificaram que os
acidos anacardicos apresentam a capacidade de inibir varias enzimas oxidativas, como a xantina
oxidase.

Todavia Cruz et al. (2018) ndo observaram diferencas significativas no acido trico
sanguineo em frangos de corte aos 35 dias de idade quando estes receberam suplementacdo de
anacardato de calcio na ragao até o nivel de 1%, fato semelhante ao observado quando se avaliou
os niveis de acido urico aos 42 dias de idade, que ndo variou significativamente entre os
diferentes niveis de combinacdo AnCa +AC em relacdo aos resultados obtidos nas aves
alimentadas com as racdes controle negativo ou positivo. Segundo Freitas et al. (2022), a
auséncia de influéncia dos acidos anacardicos no nivel de acido urico no sangue dos frangos
apos os 21 dias de idade pode indicar adaptacdo fisioldgica das aves com o avancar da idade,
como também, pode ter havido a contribui¢cdo da reducao do nivel de proteina bruta da ragao,
com a troca das ragdes utilizadas até 21 dias de idade pelas utilizadas de 21 a 42 dias. Além
disso, segundo Dehghani-Tafti e Jahanian (2016), a redugdo do 4cido urico também pode estar
relacionada a maior digestibilidade das proteinas com a presenca de acido organico. Ao reduzir
o pH intestinal, pode aumentar a atividade de enzimas proteoliticas melhorando a digestdo e a
absor¢ao de nutrientes (RAFACZ-LIVINGSTON et al., 2005), além de favorecer o aumento da
propor¢ao de bactérias benéficas, reduzindo a competigdo por nutrientes (BIGGS; PARSONS,
2008; BOROOJENI et al., 2014).



Tabela 4- Parametros bioquimicos do sangue de frangos de corte alimentados com ragdes contendo anacardato de célcio e acido citrico

Tratamentos Acido irico  Creatinina ~ AST! ALT?  Triglicerideos Colesterol total ~ LDL? HDL*
(mg/dL) (mg/dL) (IU/L) (IU/L) (g/dL) (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL)
1 a 21 dias de idade
Controle negativo 6,91a 0,18 234,33 15,08 54,88 106,13 84,25 21,88
Controle positivo 6,38a 0,17 244,42 15,98 61,00 105,68 79,00 21,00
0,25% AnCa’ + 0,25% AC® 4,89b 0,15 245,67 13,17 55,80 108,00 83,80 24,20
0,50% AnCa + 0,25% AC 4,78b 0,14 239,42 13,50 53,50 103,03 84,25 20,90
0,50% AnCa + 0,50% AC 4,80b 0,15 241,50 13,92 56,00 106,18 79,00 27,18
0,75% AnCa + 0,25% AC 4,88b 0,17 242,50 15,75 52,75 107,40 84,00 23,40
0,75% AnCa + 0,50% AC 4,77b 0,18 238,33 14,42 54,00 107,57 86,67 20,90
0,75% AnCa + 0,75% AC 4,67b 0,17 242,60 14,90 52,33 109,27 86,50 22,77
EPM’ 0,184 0,008 1,932 0,413 0,811 0,580 0,634 0,772
ANOVA? (p-valor) 0,0004 0,9419 0,8905  0,7941 0,2902 0,2403 0,2926 0,1478
1 a 42 dias de idade
Controle negativo 4,62 0,23 232,30 14,40 132,00 125,60 103,52 24,60
Controle positivo 4,46 0,28 236,08 15,03 139,17 126,92 109,08 25,47
0,25% AnCa + 0,25% AC 4,06 0,24 231,30 15,20 135,80 124,30 108,56 25,40
0,50% AnCa + 0,25% AC 4,03 0,23 238,83 14,67 135,00 128,08 104,55 24,12
0,50% AnCa + 0,50% AC 4,01 0,20 230,42 15,00 139,17 128,99 106,08 26,83
0,75% AnCa + 0,25% AC 4,02 0,21 237,70 14,20 140,00 129,50 104,18 24,80
0,75% AnCa + 0,50% AC 4,00 0,29 232,17 14,25 141,17 127.83 105,80 24,92
0,75% AnCa + 0,75% AC 4,03 0,21 233,00 15,00 142,60 128,10 104,45 24,10
EPM 0,061 0,011 3,972 0,266 3,608 0,715 0,785 0,349
ANOVA (p-valor) 0,0507 0,3359 0,9994  0,9743 0,9981 0,7093 0,5745 0,5710

! Aspartato aminotransferase; 2 Alanina aminotransferase; * Low density lipoprotein (lipoproteina de baixa densidade); * High density lipoprotein (lipoproteina de alta
densidade); ° Anacardato de calcio; 6 Acido citrico; 7 Erro padrio da média; ® Analise de variancia.
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Os parametros bioquimicos no sangue s3o indicativos de processos metabolicos
normais ou anormais ¢ podem estar relacionados ao bom ou mau desempenho das aves
(ROTAVA et al., 2008). Lesoes hepaticas podem levar a diminui¢do da concentracdo de
proteinas totais do plasma, pois o figado ¢ o 6rgdo que sintetiza as proteinas, principalmente a
albumina. Assim, a redu¢ao dessas proteinas com o uso de um alimento ou de um aditivo pode
ser associada aos efeitos toxicos desses (SCHMIDT et al., 2007). Nesse contexto, considerando
que os diferentes niveis de combinagdo AnCa + CA ndo alteraram a quantidade de proteinas
totais no plasma dos frangos, pode-se inferir que a sua adi¢do em até 0,75% AnCa + 0,75% AC
nao promoveu danos hepaticos, o que ¢ corroborado pelos resultados para a dosagem de
aspartato aminotransferase (AST) e Alanina aminotransferase (ALT).

O efeito da adi¢do dos acidos organicos ou de suas combinag¢des com outros acidos
ou com diferentes fontes de compostos fenolicos na ragdo sobre os pardmetros sanguineos de
frangos de corte tem sido varidvel. Diferente do observado na presente pesquisa, Abdel-Fattah
et al. (2008) demonstraram que a adi¢do de acido citrico na ragdo diminui o colesterol total,
contudo, em niveis de 1,5 e 3% de 4cido citrico. Nourmohammadi et al. (2010) observaram que
o0 acido citrico aumentou o colesterol total e ndo alterou a atividade enzimatica de AST e ALT.

Todavia, o acido urico sérico em frangos de corte foi significativamente reduzido
com a suplementacao de 0,25% de acidos citrico +,25% butirico (DEHGHANI; JAHANIAN,
2016) ou 0,25ml de produto comercial fitogénico/L de dgua de bebida (constituido por 6leo de
canela 3.000 mg/L + 4cido citrico 150 mg/L (KRAUZE et al., 2021), o que se assemelha ao
efeito na reducdo verificada para os frangos aos 21 dias de idade quando foram alimentados
com as diferentes combina¢des de AnCa + AC.

Os resultados da presente pesquisa diferem, em parte, dos relatados por Cruz et al.
(2018), que ndo observaram diferengas significativas nos parametros sanguineos em frangos de
corte aos 35 dias de idade quando estes receberam suplementagdo de anacardato de calcio na

ragdo até o nivel de 1%.

3.3.2 pH do conteudo e peso relativo de drgdaos e segmento do trato digestorio

O pH do contetido dos diferentes segmentos do trato digestorio dos frangos de corte,
mensurados aos 21 e 42 dias de idade, ndo variou significativamente entre os tratamentos
(Tabela 5). Os valores de pH observados estdo dentro da normalidade relatada na literatura para

cada segmento.
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Tabela 5- pH do contetido dos diferentes segmentos do trato gastrointestinal de frangos de
corte alimentados com ragoes contendo anacardato de calcio ¢ acido citrico

Tratamentos Proventriculo Moela Duodeno Jejuno fleo  Cecos
21 dias de idade
Controle negativo 3,44 3,10 6,24 6,08 6,31 6,18
Controle positivo 3,46 3,23 6,34 6,02 6,52 6,55
0,25% AnCa' + 0,25% AC? 3,77 3,32 6,60 6,06 6,14 6,19
0,50% AnCa + 0,25% AC 3,56 3,16 6,45 590 6,37 6,37
0,50% AnCa + 0,50% AC 3,54 3,29 6,31 6,08 6,63 6,28
0,75% AnCa + 0,25% AC 3,23 3,17 6,50 6,16 6,63 6,51
0,75% AnCa + 0,50% AC 3,67 3,14 6,43 6,11 6,39 6,40
0,75% AnCa + 0,75% AC 3,69 3,48 5,80 5,91 6,55 6,27
EPM? 0,069 0,046 0,073 0,042 0,048 0,076
ANOVA* (p-valor) 0,6389 0,5393  0,2121 0,7840 0,1357 0,9129
42 dias de idade
Controle negativo 3,95 3,17 5,85 5,56 5,48 6,55
Controle positivo 4,01 3,68 6,03 5,84 6,01 6,59
0,25% AnCa + 0,25% AC 3,93 3,57 5,88 5,35 5,31 6,81
0,50% AnCa + 0,25% AC 3,71 3,18 6,03 5,61 5,58 6,86
0,50% AnCa + 0,50% AC 4,01 3,19 5,71 539 547 6,95
0,75% AnCa + 0,25% AC 4,06 3,49 5,92 5,55 5,51 6,81
0,75% AnCa + 0,50% AC 3,83 3,25 5,95 549 525 6,49
0,75% AnCa + 0,75% AC 3,93 3,33 6,03 546 523 6,81
EPM 0,057 0,054 0,028 0,052 0,075 0,046
ANOVA (p-valor) 0,8596 0,0958  0,0570 0,4095 0,1983 0,1266

! Anacardato de calcio; 2 Acido citrico; * Erro padrio da média; * Analise de variancia.

Na literatura, os efeitos do uso de acidos organicos isolados ou em combinagdes
com outros acidos ou aditivos fitogénicos sobre o pH do trato de frangos de corte tem se
apresentado varidvel. Em geral, a expectativa relacionada ao uso de aditivos a base de acidos
organicos ¢ a reducao do pH, pois essa alteragdo pode aumentar a solubilidade e absor¢ao de
sais minerais (JIMENEZ-MORENO et al., 2009) e contribuir para maior multiplicagdo de
bactérias benéficas como as laticas em relagdo as patogénicas (APPELT et al., 2010), contudo,
nem sempre modificacdes acontecem. Nourmohammadi e Khosravinia (2015) observaram
reducdo no pH do conteudo no papo, moela e intestino de frangos de corte alimentados com
racdo contendo 3% de acido citrico. Fikry et al., 2021 observaram reduciao no pH do contetido
do ceco de codornas alimentadas com doses de 4cido citrico. Yang et al. (2019) nao encontraram
diferenca no pH do contetido do trato gastrointestinal com a suplementac¢do de acidos organicos.

A auséncia de influéncia significativa da combinagdo AnCa + AC sobre o pH do

trato digestorio dos frangos, em parte, se assemelha ao que foi observado por Ferreira et al.,
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(2020) para suinos em creche que ndo observaram redu¢ao no pH dos cecos, estobmago e
intestino delgado ao testar a adicdo maxima da associagdo de 1% AnCa + 1% AC.

No desenvolvimento dos 6rgaos e segmentos do trato digestério dos frangos aos 21
e 42 dias de idade (Tabela 6), observaram-se diferencas significativas entre os tratamentos
somente para o peso relativo do duodeno aos 21 e aos 42 dias. Conforme os resultados, em
ambas as idades, as aves alimentadas com as ragdes controle negativo e controle positivo
apresentaram valores de peso relativo do duodeno que nao diferiram entre si, contudo, foram
significativamente menores que os determinados para as aves alimentadas com as combinagdes
0,75% AnCa + 0,50% AC e 0,75% AnCa + 0,75% AC. Nao houve diferenca significativa entres
as diferentes combina¢des de AnCa + AC sobre esta variavel.

O peso relativo do intestino fornece uma visdo do desenvolvimento do sistema
digestivo de aves (NIU ef al., 2018). Rahimi ef al. (2011) mostraram que misturas de extratos
de ervas contendo compostos fenolicos podem melhorar o peso relativo do intestino em frangos
de corte. De forma semelhante, folhas fermentadas de uma planta medicinal conhecida como
Ginkgo biloba aumentaram o peso do duodeno de frangos de corte, em comparagdo com o
grupo controle (NIU et al., 2018). No entanto, Altop (2019) nao relatou mudanga no peso do
intestino com a suplementagdo em frangos de corte com caroco de cereja doce cru ou
fermentado. O aumento do peso relativo do duodeno no atual estudo sugere que a
suplementagao dietética de 4cido citrico e anacardato de calcio estimularam o desenvolvimento
do sistema digestivo em frangos de corte. Matos et al. (2017) verificaram maior altura das
vilosidades no duodeno em pesquisa com leitdes alimentados com anacardato de calcio em
relacdo ao tratamento controle sem antibioticos. No duodeno sao secretadas enzimas duodenais
responsaveis pela digestdo de carboidratos, lipidios e proteinas, o pancreas também
quimiotripsina e tripsina que continuam a digestdo das proteinas no jejuno (ITO et al., 2004).
Dessa forma, o aumento no peso relativo do duodeno se mostra como efeito favoravel da

combinacao de Anca+AC.
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Tabela 6- Peso relativo do figado, moela e de seguimentos do intestino de frangos de corte
alimentados com ra¢des contendo anacardato de calcio e acido citrico

Peso relativo (%)

Tratamentos ; .

Figado Moela Duodeno Jejuno Ileo  Cecos

1 a 21 dias de idade
Controle negativo 2,19 3,05 0,98¢ 1,86 1,17 0,53
Controle positivo 2,17 2,90 1,06bc 1,85 1,24 0,59
0,25% AnCa' + 0,25% AC? 2,20 3,18 1,05bc 1,93 1,15 0,54
0,50% AnCa + 0,25% AC 2,30 3,19 1,10abc 1,99 1,27 0,61
0,50% AnCa + 0,50% AC 2,32 2,83 1,03bc 1,92 1,28 0,62
0,75% AnCa + 0,25% AC 2,41 3,00 1,14abc 2,01 1,17 0,64
0,75% AnCa + 0,50% AC 2,42 2,94 1,19ab 2,10 1,31 0,59
0,75% AnCa + 0,75% AC 2,35 3,32 1,25a 2,04 1,25 0,65
EPM* 0,027 0,059 0,018 0,027 0,022 0,013
ANOVA* (p-valor) 0,0892  0,4601  0,0008  0,2359 0,5683 0,2456
1 a 42 dias de idade

Controle negativo 1,72 1,73 0,51c 0,95 0,72 0,38
Controle positivo 1,58 1,78 0,49¢ 0,97 0,71 0,35
0,25% AnCa + 0,25% AC 1,69 1,62 0,57abc 0,99 0,68 0,37
0,50% AnCa + 0,25% AC 1,73 1,59 0,56abc 1,04 0,70 0,40
0,50% AnCa + 0,50% AC 1,73 1,63 0,55abc 1,02 0,78 0,43
0,75% AnCa + 0,25% AC 1,79 1,64 0,57abc 1,04 0,78 0,34
0,75% AnCa + 0,50% AC 1,82 1,67 0,60a 1,05 0,79 0,36
0,75% AnCa + 0,75% AC 1,86 1,78 0,59ab 0,97 0,77 0,35
EPM 0,024 0,025 0,009 0,013 0,012 0,009
ANOVA (p-valor) 0,1104 0,3778  0,0067 0,4296 0,1472 0,2932

' Anacardato de calcio; 2 Acido citrico; * Erro padrdo da média; * Analise de variancia; »> Médias seguidas de
letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste SNK (5%).

3.3.3 Status oxidativo do sangue e figado

Na avaliacdo da quantidade de compostos fenolicos, capacidade antioxidante e
oxidagao lipidica determinadas no soro do sangue e no figado frangos aos 21 e 42 dias de idade
(Tabela 7), observou-se que ndo houve diferencga significativa entre os tratamentos para a
proporcao de compostos fendlicos, em ambas as idades, e capacidade antioxidante e a oxidacdo
lipidica, aos 21 dias de idade. Contudo, houve diferenca significativa para capacidade
antioxidante e oxidacao lipidica no sangue, aos 42 dias de idade, e oxidacao lipidica no figado,

a0s 21 e 42 dias de idade.
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Tabela 7- Status oxidativo do sangue e do figado de frangos de corte alimentados com
ragOes contendo anacardato de calcio e acido citrico

Sangue Figado
Fendlicos DPPH! TBARS? TBARS
Tratamentos (EqAG pg/ (%) (MDA nmol/ (MDA pg/e)
mL) mL)
21 dias de idade
Controle negativo 73,55 17,72 3,19 4,01a
Controle positivo 72,92 18,21 2,97 3,35b
0,25% AnCa® + 0,25% AC* 74,10 18,18 2,99 3,36b
0,50% AnCa + 0,25% AC 74,78 18,22 3,03 3,20b
0,50% AnCa + 0,50% AC 74,98 18,50 3,03 3,18b
0,75% AnCa + 0,25% AC 75,12 18,62 3,09 3,22b
0,75% AnCa + 0,50% AC 75,52 18,96 3,11 3,31b
0,75% AnCa + 0,75% AC 75,71 18,91 3,13 3,34b
EPM? 0,500 0,120 0,021 0,060
ANOVAZ® (p-valor) 0,8774 0,1300 0,0950 0,0051
42 dias de idade
Controle negativo 83,37 28.,99c¢ 3,66a 4,28a
Controle positivo 84,96 30,16bc 3,38ab 3,44b
0,25% AnCa + 0,25% AC 86,86 30,12bc 3,28b 3,31b
0,50% AnCa + 0,25% AC 86,35 31,31ab 3,25b 3,26b
0,50% AnCa + 0,50% AC 86,58 32,39a 3,24b 3,40b
0,75% AnCa + 0,25% AC 87,36 31,63ab 3,23b 3,40b
0,75% AnCa + 0,50% AC 87,70 31,75ab 3,44ab 3,38b
0,75% AnCa + 0,75% AC 88,03 31,85ab 3,50ab 3,42b
EPM 0,750 0,230 0,033 0,064
ANOVA (p-valor) 0,8327 0,0002 0,0025 0,0002

"'radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; > Substincias reativas ao 4cido tiobarbitirico * Anacardato de calcio;
4Acido citrico; > Erro padrio da média; ¢ Analise de variancia; »® Médias seguidas de letras distintas na coluna
diferem entre si pelo teste SNK (5%).

A capacidade antioxidante mensurada pelo radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) no sangue dos frangos aos 42 dias de idade foi significativamente menor nas aves
alimentadas com ragdo controle negativo, diferindo apenas em relagdo aos resultados obtidos
com as racoes contendo 0,50% AnCa + 0,25% AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa +
0,25% AC; 0,75% AnCa + 0,50% AC € 0,75% AnCa + 0,75% AC. Ademais, observou-se maior
capacidade antioxidante no tratamento com 0,50% AnCa + 0,50% AC em relagdo aos obtidos
com a ragao controle positivo e 0,25% AnCa + 0,25% AC.

Para oxidagao lipidica no sangue determinada aos 42 dias de idade, observou-se que

a diferenga significativa ficou restrita aos resultados obtidos para o as aves alimentadas com a
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racdo controle negativo em relacdo aquelas tratadas com as combinagdes de 0,25% AnCa +
0,25% AC; 0,50% AnCa + 0,25% AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC; ¢ 0,75% AnCa + 0,25% AC.
Para oxidacao lipidica no figado, em ambas as idades, as aves alimentadas com a ragao controle
negativo apresentaram maior oxidagdo lipidica no figado em relagdo as aves que foram
alimentadas com ragdo controle positivo ou as diferentes combinagdes de AnCa + AC, nao
havendo diferenca entre estes tratamentos.

Embora nao tenha havido diferenca significativa, observou-se que a adi¢ao do AnCa
+ AC promoveram aumento numérico na concentragdo de compostos fenolicos no sangue dos
frangos, principalmente nos valores determinados aos 42 dias de idade. Dessa forma, a acdo
antioxidante dos acidos anacardicos pode ter contribuido para maior capacidade antioxidante
no sangue das aves alimentadas com as ra¢des contendo 0,50% AnCa +0,25% AC; 0,50% AnCa
+0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC; 0,75% AnCa + 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa + 0,75% AC.
Certamente, esses compostos também contribuiram com a reducdo da oxidagdo lipidica no
sangue das aves alimentadas com as ra¢des contendo 0,25% AnCa + 0,25% AC; 0,50% AnCa
+0,25% AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa + 0,25% AC.

Todavia, a semelhanga nos resultados de oxidagdo lipidica no sangue entre as aves
alimentadas com ragdo controle negativo e as alimentadas com 0,75% AnCa + 0,50% AC e
0,75% AnCa + 0,75% AC pode ser um indicativo de que com os niveis mais elevados de AnCa
+ AC pode ter ocorrido maior dissociacdo dos acidos anacardicos, com maior absor¢do e
presenc¢a no sangue e, consequentemente, o inicio de um efeito pro-oxidante destes compostos.
Esse efeito também foi relatado por Abreu et al. (2017) e Braz et al. (2019) com adi¢do de 1%
de liquido da castanha de caju como fonte de 4cidos anacéardicos na alimentagao de poedeiras e
Abreu et al. (2019) para adi¢cdo de 1% AnCa na alimentagdo de frangos de corte. Todavia para
a oxidacdo lipidica no figado as diferentes combina¢des de AnCa + AC foram benéficas,

indicando a possibilidade de utilizacao de até 0,75% AnCa + 0,75% AC.

3.3.4 Desempenho produtivo

Quanto ao desempenho das aves no periodo de 1 a 21 dias de idade (Tabela 8),
observou-se diferenca significativa entre os tratamentos para o consumo de racao, ganho de
peso e peso final das aves aos 21 dias de idade, enquanto a conversdo alimentar nao foi
influenciada significativamente.

Conforme os resultados, as aves alimentadas com as ragdes controle negativo ou

controle positivo nao diferiram quanto ao consumo de ragdo, ganho de peso e peso final,
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enquanto que as aves alimentadas com 0,25% AnCa + 0,25% AC apresentaram consumo de
racdo semelhante aos das aves alimentadas com ragdo controle negativo ou ragdo controle
positivo, porém, o ganho de peso e peso final foram significativamente menores em relacao aos
resultados obtidos com a ragdo controle positivo e superiores aos dos demais niveis de
combinagdes do AnCa + AC. Por sua vez, as aves alimentadas com a adi¢ao na ragao de 0,50%
AnCa+0,25% AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC; 0,75% AnCa + 0,50%
AC ou 0,75% AnCa + 0,75% AC nao diferiram entre si, todavia, apresentaram menor consumo
de racdo, ganho de peso e peso final em relacdo as aves alimentadas com as ragdes controle
negativo, controle positivo ou 0,25% AnCa + 0,25% AC na ragdo.

No periodo de 1 a 42 dias de idade, observou-se diferenga significativa entre os
tratamentos para o consumo de ragdo e a conversao alimentar, enquanto, o ganho de peso e o
peso final das aves aos 42 dias de idade nao foram influenciados. A diferenga no consumo de
racdo ocorreu entre os resultados obtidos para as aves alimentadas com a ragdo controle
negativo ou 0,25% AnCa + 0,25% AC em relagdo as alimentadas com 0,75% AnCa + 0,25%
AC ou 0,75% AnCa + 0,75% AC, que apresentaram menor consumo de rag¢do. Quanto a
conversao alimentar, a diferenca significativa foi observada entre os resultados obtidos para as
aves alimentadas com racao controle negativo, controle positivo ou 0,25% AnCa + 0,25% AC
em relagdo as alimentadas com 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC ou 0,75%
AnCa + 0,50% AC, que apresentaram os melhores resultados de conversao alimentar.

Os efeitos da maior inclusdo da associacao AnCa + AC nas ragdes da fase de 1 a 21
dias de idade se assemelham em parte aos relatados por Freitas et al. (2022), que avaliaram a
inclusdo do anacardato de célcio na ra¢do de frangos de corte. Segundo os pesquisadores, o
consumo de rag¢do na fase de 1 a 21 dias de idade nao foi influenciado pela adigdo, contudo, o
ganho de peso reduziu com a adi¢do a partir de 0,50% AnCa e a conversdo alimentar piorou a
partir de 0,75% em relagdo aos resultados obtidos com a ragdo com as ragdes controle negativo
e controle positivo.

Segundo Freitas ef al. (2022), os efeitos adversos do anacardato de calcio no
desempenho até 21 dias de idade podem ser associados a a¢do inibidora dos acidos anacardicos
na xantina oxidase, dificultando o metabolismo do nitrogénio e, consequentemente,
comprometendo o crescimento das aves, fato que € corroborado com os resultados obtido na
presente pesquisa, visto que as aves alimentadas com as diferentes combinag¢des de AnCa + AC
apresentaram menor concentragdo de acido urico no sangue aos 21 dias de idade. Segundo
Russek (1971), a amodnia sérica pode ser um regulador de consumo de ragdo pelas aves. Logo,

essa reducdo no consumo de racao pode estar associada a tentativa de evitar toxicidade com o
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maior nivel de amoénia sérico provocado pela menor atividade da enzima xantina oxidase que

ocasionou em menor nivel de acido urico sérico.

Tabela 8-Desempenho dos frangos de corte alimentados com ragdes contendo anacardato de
calcio e acido citrico

Tratamentos Consumo de  Ganho de peso Conversao Peso final

racdo (kg/ave) (kg/ave) Alimentar (kg/kg)  (kg/ave)

1 a 21 dias de idade
Controle negativo 1273,41a 1034,00ab 1,23 1070,94ab
Controle positivo 1282,61a 1047,33a 1,22 1084,61a
0,25% AnCa' + 0,25% AC? 1239,63a 996,50b 1,25 1033,57b
0,50% AnCa + 0,25% AC 1153,65b 934,50c¢ 1,23 972,08¢c
0,50% AnCa + 0,50% AC 1155,12b 949,17¢ 1,22 986,67¢c
0,75% AnCa + 0,25% AC 1123,22b 921,50c¢ 1,22 958,47¢
0,75% AnCa + 0,50% AC 1097,90b 891,67¢ 1,23 929,33¢
0,75% AnCa + 0,75% AC 1127,53b 892,50¢ 1,27 929,01¢
EPM 3 11,530 9,592 0,006 9,600
ANOVA* (p-valor) 0,0001 0,0001 0,4821 0,0001
1 a 42 dias de idade

Sem aditivos 4772,90a 3065,87 1,56* 3103,00
Com aditivos 4679,30ab 3027,17 1,55% 3064,50
0,25% AnCa + 0,25% AC 4790,90a 3079,31 1,56* 3116,33
0,50% AnCa + 0,25% AC 4586,60ab 3109,75 1,48ab 3147,50
0,50% AnCa + 0,50% AC 4489,00ab 3065,81 1,46b 3103,00
0,75% AnCa + 0,25% AC 4463,70b 3038,68 1,47b 3076,00
0,75% AnCa + 0,50% AC 4485,70ab 3050,75 1,47b 3088,33
0,75% AnCa + 0,75% AC 4386,50b 2918,70 1,50ab 2955,50
EPM 31,485 22,791 0,009 22,840
ANOVA (p-valor) 0,0013 0,6341 0,0035 0,6322

! Anacardato de calcio; 2 Acido citrico; > Erro padrio da média;  Anélise de varidncia; »® Médias seguidas de letras
distintas na coluna diferem entre si pelo teste SNK (5%).

Quanto aos efeitos da adicdo do AnCa+AC quando se considerou o periodo total de
criacdo (1 a 42 dias de idade), os resultados obtidos divergem dos relatados por Freitas ef al.
(2022), que ndo observaram qualquer influéncia da adi¢ao de até 1% de AnCa sobre o consumo
de ra¢do, ganho de peso e conversao alimentar dos frangos no periodo de 1 a 42 dias de idade.
Contudo, os pesquisadores, relataram que as diferengas entre os resultados da fase de 1 a 21 e
de 1 a 42 dias de idade, evidenciaram que os efeitos adversos da adi¢ao do anacardato de calcio
verificados no desempenho até¢ 21 dias de idade tendem a desaparecer apds essa fase, nao
comprometendo o desempenho quando se considera o periodo total de criagdo. Nesse contexto,
os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram essa observagao.

Todavia, diferente das observagdes de Freitas et al. (2022), os resultados obtidos

neste estudo evidenciaram acdo melhoradora do desempenho com a associagdo AnCa + AC,
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uma vez que houve melhor utilizagdo do alimento ingerido para o ganho de peso, com as
combinagdes 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC ou 0,75% AnCa + 0,50%
AC em relagao aos resultados obtidos com as ragdes controle negativo ou positivo. Esse efeito
corrobora com as observagdes de Ferreira et al. (2020), que verificaram melhora na conversao
alimentar de suinos na fase de creche alimentados com a associacdo de acido citrico e
anacardato de calcio em relagdo aos animais alimentados sem promotor de crescimento, sendo
o resultado obtido semelhante ao do uso de promotor antibidtico.

A melhora na conversdo alimentar tem sido muito utilizada para avaliar os efeitos
de promotores de crescimento alternativos aos promotores antibidticos, pois € fator primordial
na lucratividade econdmica na producao de frangos de corte (Yang et al., 2019). Nesse contexto,
a adicao de 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC ou 0,75% AnCa + 0,50% AC
durante todo periodo de criacdo dos frangos pode ser recomendado, uma vez que as aves
alimentadas com esses niveis na ragdo apresentaram consumo de ra¢ao, ganho de peso e peso
final aos 42 dias de idade semelhantes aos das aves alimentadas com ragdo controle positivo,
contudo, com melhor conversdo alimentar.

Todavia, se considerar os custos com a maior inclusdo de aditivos na racdo e que os
resultados entre estes niveis ndo diferiram, a inclusao de 0,50% AC + 0,50% AC pode ser mais
adequada, obtendo-se melhor desempenho e estado oxidativo no sangue e figado dos frangos
aos 42 dias de idade. Vale destacar que o efeito da adigdo dos acidos organicos ou de suas
combinagdes com outros acidos ou com diferentes fontes de compostos fenolicos na ragdo sobre
os parametros de desempenho dos frangos de corte tem sido variavel. Isso se deve ao fato de
que a resposta ao uso desses aditivos na producao de frangos de corte apresenta variabilidade
em fun¢do da dose utilizada, composi¢do da dieta, desafio sanitario, ambiente, manejo e

diferengas na idade das aves (SCICUTELLA et al., 2021; FREITAS et al., 2022).

3.3.5 Caracteristicas de carcaca

Na avaliagdo das caracteristicas de carcaca aos 42 dias de idade (Tabela 9), observou-
se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos aplicados para nenhuma das
variaveis analisadas.

Os resultados de caracteristicas de carcaga dessa pesquisa corroboram com o0s
relatados por Freitas et al. (2022) que ndo encontraram diferencas significativas para o
rendimento de carcaga, cortes nobres (peito e coxatsobrecoxa) e percentual de gordura

abdominal de frangos de corte alimentados com até 1% de anacardato de célcio na ragdo.
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Vale destacar que o efeito da adi¢do dos acidos organicos ou de suas combinagdes
com outros acidos ou com diferentes fontes de compostos fendlicos na ragdo sobre as
caracteristicas de carcaca dos frangos de corte tem sido varidvel. Semelhante ao relatado por
outras pesquisas que nao encontraram diferengas nas caracteristicas de carcaga ao avaliar acidos
organicos ou aditivos fitogénicos (GUNGOR; ERENER, 2019). Entretanto, outros estudos
encontraram melhoras com a utilizagdo de promotores de crescimento alternativos sobre o
rendimento de carcaga e partes nobres de frangos de corte, com melhora no rendimento do
peito, da carcaca e diminuicao da porcentagem da gordura abdominal (ALCICEK ef al., 2003;
FASCINA et al.,2012; MEDEIROS et al., 2012). Dehghani-Tafti e Jahanian (2016) verificaram
aumento no rendimento de carcaga com a inclusdo de acidos citrico e butirico na dieta de
frangos de corte. Chowdhury ef al. (2009) também verificaram aumento no rendimento de

carcaga com a combinacao de 4cido citrico e avilamicina nas dietas de frangos de Corte.

Tabela 9- Caracteristicas de carcaga de frangos de corte alimentados com ragdes contendo
anacardato de calcio e acido citrico

Rendimento (%)

Tratamentos -
Carcaga Peito Coxatsobrecoxa Gordura

Controle negativo 76,22 28,23 23,17 0,518
Controle positivo 76,17 28,86 23,49 0,552
0,25% AnCa' + 0,25% AC? 76,06 29,32 23,16 0,530
0,50% AnCa + 0,25% AC 76,12 29,62 23,11 0,522
0,50% AnCa + 0,50% AC 76,40 29,23 24,13 0,542
0,75% AnCa + 0,25% AC 75,39 29,71 22,75 0,483
0,75% AnCa + 0,50% AC 75,69 28,74 22,71 0,533
0,75% AnCa + 0,75% AC 75,75 28,94 23,67 0,562
EPM? 0,189 0,194 0,196 0,018
ANOVA* (p-valor) 0,9250 0,6159 0,6690 0,9832

! Anacardato de célcio; 2 Acido citrico; * Erro padrdo da média; 4 Anélise de variancia.

Em experimento com ratos, Toyomizu et al. (2003) verificaram que o acido
anacardico tem potencial para reduzir a deposi¢ao de gordura corporal em ratos quando
submetidos a dieta que normalmente promovem maior deposi¢do de gordura. Contudo, no
presente experimento, ndo foi verificada alteracdo na gordura abdominal em frangos de corte
alimentados com dietas contendo anacardato de célcio e acido citrico.

Todavia como nao foi observada alteragao de nenhuma variavel analisada para as
aves que receberam os aditivos, ndo ha prejuizo com a utilizacdo das combinacdes de

anacardato de calcio e acido citrico.
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3.4 Conclusao

A concentragdo de acido trico sanguineo em frangos até 21 dias reduz com a adi¢ao
de anacardato de célcio e &cido citrico em todos os niveis testados. O consumo de ragao e ganho
de peso reduzem com a adi¢do das combinagdes de 0,50% AnCa e 0,25% AC; 0,50% AnCa e
0,50% AC; 0,75% AnCa e 0,25% AC; 0,75% AnCa e 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa e 0,75% AC.

Contudo, quando se considera o periodo total de criagdo, pode-se recomendar a
adi¢ao de 0,50% AnCa + 0,50% AC, visto que esta combinagdo melhora o estado oxidativo no

sangue e figado dos frangos aos 42 dias de idade e a conversao alimentar.
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4 ANACARDATO DE CALCIO E ACIDO CITRICO NA RACAO DE FRANGOS DE
CORTE: COMPOSTOS FENOLICOS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
ESTABILIDADE LIPiDICA E QUALIDADE DA CARNE

RESUMO
O objetivo com esta pesquisa foi avaliar os efeitos da adigdo de combinagdes de anacardato de
calcio com acido citrico na ragao de frangos de corte sobre os parametros de qualidade da carne,
concentracdo de compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante e oxidagao lipidica da
carne in natura e armazenada. Foram avaliadas amostras da carne do peito de frangos de corte
oriundas de um ensaio em que 768 pintos machos com 1 dia de idade foram distribuidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos e seis repeti¢oes de
16 aves por parcela. Os tratamentos foram constituidos por: racdo controle negativo; ragdo
controle positivo; ragdo com 0,25% AnCa (Anacardato de célcio) + 0,25% AC (Acido citrico);
ragdao com 0,50% AnCa + 0,25% AC; ragdao com 0,50% AnCa + 0,50% AC; racao com 0,75%
AnCa + 0,25% AC; racao com 0,75% AnCa + 0,50% AC; racao com 0,75% AnCa + 0,75%
AC. Conforme os resultados para as varidveis pH, perdas por gotejamento e coc¢do, €
parametros de colora¢do nao houve diferenca significativa entre os tratamentos. O potencial
(DPPH) e a atividade (ABTS) antioxidante aumentaram com a adi¢do a partir de 0,50% AnCa
+ 0,50% AC em relacdo aos tratamentos controle negativo e controle positivo. Quanto aos
compostos fendlicos, todos tratamentos com combinacdes de AnCa + AC apresentaram maior
concentragdo em relagdo ao tratamento controle negativo. Na avaliagdo da estabilidade lipidica
da carne, observou-se que a carne in natura € armazenada oriundas de aves alimentadas com as
diferentes combinagdes de AnCa + AC apresentaram melhores valores comparados ao
tratamento controle negativo. Entre as diferentes combinagdes de AnCa + AC, as ragdes
contendo 0,50% AnCa + 0,25% AC; 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC;
0,75% AnCa + 0,50% AC; racao ou 0,75% AnCa + 0,75% AC proporcionaram semelhante
quantidade de compostos fenolicos, atividade e capacidade antioxidante e estabilidade lipidica
da carne. Contudo, a adicdo de 0,50% AnCa + 0,50% AC se mostrou suficiente para
proporcionar melhoria nestes parametros em relagdo as aves alimentadas com as ragdes controle

negativo ou controle positivo.

Palavras-chave: antioxidante, dcido anacardico, 4cido organico, composto fenolico, qualidade

da carne.
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Calcium anacardate and citric acid in broiler chicken feed: phenolic compounds, antioxidant

activity, lipid stability and meat quality

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of adding combinations of calcium
anacardate with citric acid in broiler diets on meat quality parameters, concentration of phenolic
compounds, potential and antioxidant activity and lipid oxidation of fresh meat and stored.
Samples of breast meat from broiler chickens from an assay in which 768 male chicks, 1 day
old, were distributed in a completely randomized experimental design with eight treatments and
six replications of 16 birds per parcel plot. The treatments consisted of rations, which were:
negative control ration; positive control ration; feed with 0.25% AnCa (Calcium anacardate) +
0.25% AC (Citric acid); feed with 0.50% AnCa + 0.25% AC; feed with 0.50% AnCa + 0.50%
AC; feed with 0.75% AnCa + 0.25% AC; feed with 0.75% AnCa + 0.50% AC; feed with 0.75%
AnCa + 0.75% AC. According to the results for the variables pH, dripping and cooking losses,
and color parameters, there was no significant difference between treatments. The antioxidant
potential (DPPH) and activity (ABTS) increased with the addition of 0.50% AnCa + 0.50% AC
in relation to negative control and positive control treatments. As for phenolic compounds, all
treatments with combinations of AnCa + AC showed higher concentrations compared to the
negative control treatment. In the evaluation of the lipid stability of the meat, it was observed
that the fresh and stored meat from birds fed with the different combinations of AnCa + AC
presented better values compared to the negative control treatment. Among the different
combinations of AnCa + AC, the diets containing 0.50% AnCa + 0.25% AC; 0.50% AnCa +
0.50% AC; 0.75% AnCa + 0.25% AC; 0.75% AnCa + 0.50% AC; ration or 0.75% AnCa +
0.75% CA provided similar quantity amount of phenolic compounds, activity and antioxidant
capacity and lipid stability of the meat. However, the addition of 0.50% AnCa + 0.50% CA
proved to be sufficient to provide improvement in these parameters in relation to birds fed with

negative control or positive control diets.

Keywords: antioxidant, anacardic acid, organic acid, phenolic compound, meat quality.
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4.1 Introducio

A elevada taxa de crescimento imposta ao frango de corte para maior eficiéncia do
sistema de producdo, naturalmente, submete as aves a altas taxas metabdlicas e,
consequentemente, a maior geragdo de radicais livres resultante do intenso metabolismo dos
nutrientes. Podendo favorecer um quadro de estresse oxidativo, quando a geragdo espécies
reativas de oxigénio ¢ superior a capacidade do sistema de defesa antioxidante do organismo
(BERNABUCCI et al., 2002).

Os danos causados pelo estresse oxidativo podem afetar negativamente o
desempenho das aves (FARIAS et al., 2020), a qualidade da carne, por aumentar a oxidacao
lipidica (FREITAS ef al., 2015), além de acelerar o processo de deterioracao, reduzindo a sua
vida de prateleira (YOUNG et al., 2003; SMET et al., 2008) e, consequentemente, gerando
perdas econdmicas para a industria (XING et al., 2019).

Existe uma tendéncia global de eliminar gradualmente os aditivos alimentares
sintéticos que tradicionalmente sao utilizados na produgdo animal para proteger as ragdes € as
aves dos efeitos deletérios da oxidacdo lipidica. Nesse cendrio, os aditivos fitogénicos tém
ganhado atencdo para uso na alimentagdo de frangos de corte, pois em funcdo das moléculas
bioativas que estdo em sua composi¢ao muitas das acdes biologicas tem beneficiado as aves,
podendo melhorar o status oxidativo e a qualidade da carne.

Virios extratos de plantas vém se destacando por apresentarem propriedades
antioxidantes (MURUGESAN et al., 2015). O 4cido anacardico, ¢ um composto fendlico que
naturalmente pode ser encontrado em maior propor¢ao no liquido da castanha de caju, fruto da
planta Anacardium ocidentale. O 4cido anacéardico apresenta varias atividades biologicas, com
destaque para sua atividade antioxidante, prevenindo os danos oxidativos para o animal e seus
produtos (FREITAS et al., 2022). Braz et al. (2017), utilizando liquido da castanha de caju
como fonte natural de acidos anacéardicos na alimentagdo de poedeiras comerciais, observaram
menor oxidacao lipidica nos 6rgaos do sistema reprodutivo de galinhas e nos ovos. Freitas et
al. (2022) avaliaram o uso do anacardato de célcio como fonte de 4cidos anacardicos na
alimentac¢do de frangos de corte e relataram redu¢@o na oxidagao lipidica da carne, evidenciando
o seu potencial antioxidante quando adicionado até o nivel de 0,75% na racdo e pro-oxidante
em niveis superiores a este.

O 4cido citrico ¢ um 4acido eficaz na reducdo do pH da ragdo e, também, pode
apresentar efeito sinérgico como antioxidante, prevenindo a oxidacdo de 6leos e gorduras (Braz

et al., 2011). Assim, a administragdo do anacardato de célcio associado ao acido citrico pode
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promover uma reducdo do pH no trato gastrointestinal da ave favorecendo a dissocia¢do dos
sais de anacardato de célcio em acido anacardico e ions de célcio, permitindo que este na forma
livre atue no limen intestinal e possa ser mais absorvido pelo organismo.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos da adicdo de diferentes
combinagdes de anacardato de cdlcio e acido citrico na ragdo de frangos de corte sobre os
parametros de qualidade de carne, concentragcdo de compostos fenolicos, potencial e atividade

antioxidante e oxidacao lipidica da carne.

4.2 Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o protocolo N° 4438250719,
e estdo de acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.2.1 Producdo do anacardato de calcio

Os procedimentos de extragdo do liquido da casca da castanha de caju e produgdo
do anacardato de célcio foram realizados no laboratério de extracao (LAEX), localizado no
Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

As cascas da castanha de caju foram adquiridas de empresa que realiza o
beneficiamento da castanha para extracdo da améndoa, localizada no municipio de Pacajus,
Ceara, Brasil. Nas instalagdes do LAEX, inicialmente as cascas da castanha foram trituradas
em picador forrageiro (GTI-2000 LDF) e, em seguida, acondicionadas em recipientes de vidro,
onde permaneceram imersas em etanol 99,5 °GL, na propor¢ao de 1:1, durante sete dias, em
temperatura ambiente. Apds este periodo a mistura foi filtrada com o auxilio de um tecido
(TNT) de 0,5mm, obtendo o liquido da castanha de caju (LCC) mais etanol. Apos esse
procedimento foi adicionado mais alcool no mesmo material até ficar imerso novamente por
mais 7 dias, e posteriormente foi realizado o mesmo procedimento para retirada do LCC mais
etanol.

O LCC obtido na primeira e na segunda filtracdo foi homogeneizado e a quantidade
média de etanol e LCC na mistura foi determinada, submetendo-se trés amostras da mistura a
evaporagdo em evaporador rotativo (Evaporador Rotativo TE — 210®, Tecnal, Piracicaba,

Brasil), a 50°C, rotag¢do de 60 rpm e pressdo reduzida para recuperagdo do solvente (etanol) e
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obtengao do LCC. As concentragdes obtidas na solu¢ao foram de 25,5% de LCC ¢ 74,5% de
etanol.

O anacardato de calcio foi obtido segundo metodologia apresentada por
Paramashivappa et al. (2001), com adaptagdes propostas por Trevisan et al. (2006), em que a
partir da reag@o dos acidos anacardicos presente no LCC com hidréxido de célcio, forma-se um
sal de calcio que se precipita da mistura e pode ser separado. Para isso, em um béquer com
capacidade de 4L foram adicionados 2.157mL da solugdo de LCC+ etanol (550mL de LCC e
1.607mL de etanol), 150 mL de agua destilada e 250g de hidroxido de célcio dissolvidos em
1.243mL de etanol. Essa mistura foi aquecida com agitacdo (Agitador Magnético com
Aquecimento — Q261-22, Quimis, Diadema, Brasil), até atingir a temperatura de 50°C,
permanecendo nessa condigdo por 4h. Ao final do periodo, a mistura foi deixada em descanso
para a decantacdo por 1 hora. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionado 800 mL de
etanol a massa decantada que foi submetida a uma nova agitacdo e aquecimento por mais 1
hora. Novamente a mistura foi deixada para decantacdo por igual periodo e foi retirado o
sobrenadante. O material precipitado foi retirado e filtrado com o auxilio de um tecido (TNT)
de 0,5mm, para a separa¢do do anacardato de célcio e dos residuos do sobrenadante que ainda
estavam misturados ao precipitado. O anacardato de calcio, retido no TNT, foi encaminhado
para secagem em estufa de ventilagdo forcada (Estufa de secagem - MA035/5/10P, Marconi,
Piracicaba, Brasil) a 55°C por 72 horas, e entdo triturado.

A andlise de quantificagdo dos acidos anacéardicos no anacardato de célcio foram
realizadas no laboratorio de produtos naturais do Departamento de Quimica da UFC. Para esta
analise, a amostra de anacardato de calcio foi convertida em acidos anacardicos conforme
procedimento descrito por Paramashivappa et al. (2001), em que uma aliquota de 1,1 gramas
de anacardato de célcio foi transferida para um Erlenmeyer com 3 mL acetato de etila, 8,8 mL
dgua e 1,2 mL de HCIl P.A, submetido a mistura sob vigorosa agitacdo durante 1 h e
posteriormente filtrada em funil de Biichner. O filtrado foi transferido para um funil de
separacao, onde foi realizada uma particao liquida - liquido com acetato de etila (2x 3 mL),
obtendo uma fase organica rica em 4cidos anacardicos, que foi posteriormente lavada com agua
Mili — Q (200 mL) e seca com sulfato de sddio anidro.

O extrato foi submetido a rotaecvaporacao para eliminagdo do solvente e obtengao
de uma fracao contendo apenas os acidos anacardicos que foi quantificada por meio de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) com detector DAD (Diode Array Detector) da
marca Agilent operando na faixa ultravioleta com coluna analitica C-18 Latek (5 um, 250 x 4

mm) em uma corrente de mL.mim—1 com volume de inje¢do de 10uL. O detector DAD foi
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ajustado nos comprimentos de onda de 254, 278, 325 e 340 nm, onde os acidos anacardicos tém
picos de absor¢ao mais elevados em UV-VIS. A quantidade de acidos anacardicos presentes no

anacardato de calcio foi de 66,65%.

4.2.2 localizacgao, delineamento, tratamentos, manejo e abate das aves

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia
da UFC em um galpao com dimensdes de 15 m x 10 m, provido de 48 boxes de 1,0 x 1,5 m
com o piso coberto com maravalha e equipado com comedouros tubular e bebedouro pendular.

Foram utilizados 768 pintos machos de frangos de corte da linhagem Ross 308 AP95
com 1 dia de idade, vacinados no incubatorio contra a doenga de Marek e Gumboro. Aos 7 dias
os pintos foram vacinados contra a doenca de Newcastle. Conforme recomendacdes de
Sakomura e Rostagno (2016), os pintos foram distribuidos seguindo um delineamento
experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos e seis repeti¢des de 16 aves por
unidade experimental, totalizando 96 aves por tratamento. O peso foi o critério utilizado para
uniformizagdo das unidades experimentais, cuja média de peso do pintinho foi de 36,78 g +
0,57.

Os tratamentos foram constituidos por: racdo controle negativo (sem promotor de
crescimento € sem anticoccidiano); ragdo controle positivo (com promotor de crescimento e
anticoccidiano); ragdes com niveis de anacardato de calcio associado a niveis de acido citrico,
sendo ragdo com 0,25% de Anacardato de Calcio (AnCa) + 0,25% de Acido citrico (AC); ragio
com 0,50% AnCa + 0,25% AC; ragao com 0,50% AnCa + 0,50% AC; ragao com 0,75% AnCa
+0,25% AC; ragao com 0,75% AnCa + 0,50% AC; racdo com 0,75% AnCa + 0,75% AC.

Para obtencdo das ragdes experimentais, em cada fase de criagdo, formulou-se a
racdo controle negativo (Tabela 10), considerando os valores nutricionais e energéticos dos
ingredientes e as exigéncias nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017), usando na sua
composi¢ado a inclusdo 1,50% de um ingrediente inerte. As ragdes dos demais tratamentos foram
obtidas pela substituicdo do inerte pelo promotor de crescimento ou do anacardato de calcio e
acido citrico, na propor¢do de cada tratamento.

Nas ra¢des com promotor de crescimento foram adicionados: 33 g de Stafac 500
(50% Virginiamicina) + 500 g de Coxistac (12% de Salinomicina) por tonelada de racao.

O programa de alimentac¢do foi dividido em quatro fases, a fase pré-inicial (1 a 7
dias), inicial (8 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e a final (36 a 42 dias). O programa de
luz adotado foi de 24h de luz de 1 a 7 dias e 23h de luz de 8 a 42 dias.
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Tabela 10- Composigdes, niveis nutricionais e energéticos calculados das ragdes
experimentais controle negativo para frangos de corte

Fases (idade em dias)

Ingredientes 1a7 8a2l 22235 36a42
Milho 48,20 50,03 58,62 65,55
Farelo de soja (45% PB) 42,60 40,03 32,71 26,94
Oleo de soja 3,33 4,41 3,45 2,78
Fosfato bicalcico (25% Ca, 19% P) 1,92 1,70 1,52 1,15
Calcario calcitico (37,7% Ca) 1,15 1,04 0,88 0,79
Sal comum 0,53 0,52 0,49 0,47
DL-metionina (99%) 0,32 0,31 0,27 0,23
L-lisina (54,6%) 0,20 0,21 0,30 0,34
L-treonina (98,5%) 0,05 0,05 0,06 0,05
Suplemento vitaminico' 0,15 0,15 0,15 0,15
Suplemento mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05
Inerte? 1,50 1,50 1,50 1,50
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Nivel energético e nutricional calculado

Energia metabolizavel (kcal/kg) 2975,00 3050,00 3100,00 3150,00
Proteina bruta (%) 24,00 23,00 20,50 18,50
Lisina digestivel aves (%) 1,29 1,24 1,12 1,01
Metionina + cistina digestivel (%) 0,96 0,92 0,83 0,75
Metionina digestivel (%) 0,64 0,61 0,55 0,49
Treonina digestivel (%) 0,85 0,82 0,74 0,67
Triptofano digestivel (%) 0,27 0,26 0,22 0,19
Valina digestivel (%) 1,00 0,96 0,85 0,76
Calcio (%) 0,97 0,88 0,76 0,63
Fosforo disponivel (%) 0,46 0,42 0,37 0,30
Sodio (%) 0,23 0,22 0,21 0,20
Cloro (%) 0,38 0,37 0,36 0,35
Potassio (%) 0,93 0,89 0,79 0,70

! Composigdo por kg do produto: Vit. A 9.000.000,00 UI; Vit. D3 2.500.000,00 UI; Vit. E 20.000,00 UI; Vit.
K3 2.500,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 6.000,00 mg; Vit. B6 3.000,38 mg; Vit. B12 15,00 mg; Acido
folico 1.500,00 mg; 4cido nicotinico 35000 mg; Acido pantoténico 12.000,00 mg; Biotina 100mg; Selénio 250,00
mg. 2 Composi¢io por kg do produto: Ferro 100.000,00 mg; cobre 20.000,00 mg; Manganés 130.000,00 mg;
Zinco 130.000,10 mg; Todo 2.000,00 mg.

Durante o periodo experimental, os dados de temperatura e umidade relativa do ar
foram registrados por dois dataloggers instalados na altura das aves. As médias de temperatura
ambiente e umidade relativa no galpao durante o experimento foram 29,22°C e 62,19 %,
respectivamente.

Aos 42 dias de idade, um frango de cada unidade experimental foi selecionado, com

base no peso médio da parcela, submetido a jejum alimentar de 6h, e entdo eutanasiado por
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meio de eletronarcose seguida de sangria, depena e evisceragdo. Na sequéncia, todo o peito
maior foi retirado, dividido ao meio e desossado, sendo cada metade embalada em um saco
plastico devidamente identificado e mantidas sobre refrigeracdo. A metade esquerda do peito
foi utilizada para mesurar os parametros de qualidade da carne. A metade direita do peito foi
dividida em duas partes sendo uma parte utilizada para analise in natura da concentragdo de
compostos fenolicos, capacidade e atividade antioxidante e estabilidade lipidica da carne, sendo
a outra parte congelada em nitrogénio liquido e mantido a -20°C por 60 dias de armazenamento,

para posterior analise da estabilidade lipidica.

4.2.3 Parametros de qualidade da carne

A avalia¢do dos parametros de qualidade de carne foi realizada 24 horas apos o
abate, no Laboratorio de Tecnologia de Carnes do Departamento de Engenharia de Alimentos
da UFC, onde foram mensurados o pH, perda por gotejamento, perda por coc¢do e coloragdo
da carne.

O pH foi medido 24 horas post-mortem através de um pHmetro de faca previamente
calibrado (HI-99,163, Hanna Instruments, Woonsocket, Rhode Island, EUA), sendo realizadas
trés medidas no centro do musculo Pectoralis major e o valor de pH considerando o obtido da
média das mensuragdes (ALLEN et al., 1997).

A perda por gotejamento foi determinada conforme metodologia descrita por Wang
et al. (2017). Aproximadamente 20 g de carne do peito maior foi pesada, e suspensa em copo
descartavel com auxilio de uma malha de frutas a 4°C, e ap6s 24 h foram pesados novamente
para calcular a perda por gotejamento em porcentual.

As perdas de peso por cocgdo foram determinadas através de uma amostra de carne,
previamente pesada e depois embalada a vacuo e cozida em banho-maria por 25 minutos a
85°C. Depois de resfriada, atingindo temperatura ambiente, a amostra foi seca em papel toalha
e pesada. As perdas de peso por cocgdo foram determinadas pela relagdo entre o peso da carne
cozida e o peso da carne fresca de acordo com a metodologia de Wattanachant et al. (2004).

A medicdo objetiva da cor carne foi realizada mediante colorimetro (Minolta
CR300, Tokyo, Japan) operando no sistema CIE (L*, a* e b*), com L* sendo a luminosidade,
variando de 0 (preto) para 100 (branco); a* a intensidade da cor vermelha, variando de verde (-
60) a vermelho (+60); e b* a intensidade da cor amarela, variando do azul (-60) a amarelo (+60).
A calibragdo do aparelho foi realizada por meio de placa de ceramica branca, utilizando-se o

iluminante D65.
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4.2.4 Compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante e estabilidade lipidica da carne

Foi preparado o extrato da carne para determinacao de compostos fenodlicos,
atividade antioxidante (ABTS) e capacidade Antioxidante (DPPH). Assim, 2,5g de amostra de
carne foi homogeneizado em 7,5mL de agua destilada em tubo Falcon de 15mL, depois
centrifugado a 1500 g por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 4,5 ml de cloroférmio e o
sobrenadante foi utilizado para as analises. A analise dos compostos fenolicos foi realizada de
acordo com Johnson et al. (2008) e Genovese ef al. (2008) com adaptacoes.

Em um Eppendorf de 2,0 ml foi adicionado 150 pl do extrato da carne, em seguida foi
adicionado 750 ul de Folin-ciocauteau e apds 3 minutos foi adicionado 600 ul de carbonato de
sodio. Em seguida, as amostras foram incubadas a 45°C por 15 minutos no ThermoMixer. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 765 nm. A quantificagdo foi feita
com base na curva padrdo gerada com acido galico e o resultado expresso em equivalentes de
acido galico mgEAG/100g de amostra.

A andlise de ABTS da carne foi realizada de acordo com Re et al. (1999). Em um
Eppendorf de 1,5 ml, foi adicionado 10 ul do extrato da carne, em seguida, foi adicionado 1 ml
da solucao diluida de ABTS. Foi realizada incubagdo a 30°C por 6 minutos no ThermoMixer.
A leitura foi realizada em espectrofotometro a 734 nm. A inibi¢do do radical ABTS foi calculada

como a percentagem relativa de absorbancia da amostra comparada com o branco usando a

(absorbancia do controle — absorbancia da amostra)

seguinte equagdo: ABTS (%) = [ ]x 100.

absorbéancia do controle

A capacidade antioxidante foi realizada de acordo com Arabshahi-Delouee e Urooj
(2007) com adaptagdes. Em um Eppendorf de 1,5 ml, foi adicionado 100 ul do extrato da carne
e adicionado 500 pl da solugdo metanolica do radical DPPH, homogeneizado e incubado no
escuro por 30 minutos. A leitura foi feita no espectrofotdometro a 517 nm. A inibi¢ao do radical
DPPH foi calculada como a percentagem relativa de absorbancia da amostra comparada com

um branco usando a seguinte equacao: DPPH (%) =

[(absorbéncia do controle — absorbincia da amostra)

]x 100.

absorbancia do controle

Para determinagdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), utilizou-se
o método de extracdo acido aquosa com adaptacdes (CHERIAN et al., 2002). Assim, em um
tubo de 15ml, foram pesados 2g de carne de peito triturado. Em seguida, foram adicionados
6,75 mL de acido perclorico (3,86%) e 18,75uL de BHT (4,5%) sendo o contetido

homogeneizado em vortex por 30 segundos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a
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8500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 1. Depois,
1 mL do filtrado foi colocado em tubo eppendorf, adicionando-se em seguida 1 mL de solugdo
aquosa 20 mM de TBA. Os tubos foram incubados (Thermo Mixer) por 30 minutos a 95°C sem
agitacdo. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 531 nm. A concentragao
de TBARS foi calculada através de uma curva padrao de malondialdeido (MDA) e os resultados

expressos em pg de MDA por g da amostra.

4.2.5 Analise estatistica

Para andlise estatistica dos dados, foi utilizado o software “Statistical Analyses
System” (SAS, 2000). Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo procedimento
ANOVA. A comparacao das médias foi realizada pelo teste de Studant-Newman-Keuls (SNK)
a 5% de probabilidade.
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4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Parametros de qualidade da carne

Conforme os resultados dos parametros de qualidade da carne (Tabela 11) ndo houve
diferenga significativa entre os tratamentos para nenhuma as variaveis avaliadas.

Os resultados obtidos para os indicadores de qualidade da carne dos frangos de corte
indicam que a adi¢ao do anacardato de calcio em associagao com o acido citrico ndo promoveu
nenhuma altera¢ao do pH, perda por gotejamento e coloragdo da carne. Esses resultados estao
de acordo com as observagdes relatadas por Freitas ef al. (2022) de que a adi¢do de até 1% de
anacardato de calcio na racdo dos frangos de corte ndo influenciou a qualidade e cor da carne
do peito.

Variagdes nos efeitos de aditivos como fitogénicos e acidos organicos sobre a
qualidade da carne podem estar relacionadas a varios fatores como nivel de ingestdo do aditivo,
composicao da dieta basal, desafio sanitdrio, ambiente, manejo e diferencas na idade das aves
(BRENES; ROURA, 2010; HASHEMIPOUR et al., 2013; SCICUTELLA et al., 2021;
FREITAS et al., 2022). Assim como observado nas pesquisas com anacardato de célcio na
alimentagao frangos, Jonathan et al. (2021), ao avaliar o residuo do processamento da uva como
fonte de compostos fenolicos na ragdo, e Rossi ef al. (2022), avaliando a suplementacdo
dietética de mistura de polissacarideos com compostos fendlicos (Beta-caroteno e acidos
elagico, clorogénico, rosmadrico, sirinico, sindpinico, rutina e quercetina) ndo observaram efeito
significativo dos tratamentos sobre pH, as perdas por gotejamento e coc¢ao e os parametros de
coloragao (L*, a*, b*) na carne dos frangos.

Por outro lado, pesquisas avaliaram outros aditivos fitogénicos na alimentagdo de
frangos de corte que obtiveram efeitos significativos sobre alguns parametros de qualidade da
carne como reducdo na perda por gotejamento com uso de flavonoides obtidos da alfafa
(OUYANG et al., 2016); elevacao do parametro de cor L* (luminosidade) na carne com adigao
de 200mg/kg de produto composto por diferentes polifendis (quercetina e flavondis oriundo da
cebola e catequinas, flavonois, procianidinas e antocianidinas oriundas da sementes de uva) em
ragdo contendo 6leo de canola oxidado Mazur-Kusnirek et al. (2019); e aumento do pH apos
24 horas, reducao nas perdas por gotejamento e coc¢do, diminui¢ao da luminosidade (L*) e
aumento da intensidade do vermelho (a*) na carne de frangos tratados com inclusdo dietética
de extrato rico em acido clorogénico obtido das folhas da Eucommia ulmoides, na dose de 1000

mg/kg (ZHAO et al., 2019).
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Tabela 11- Qualidade de carne de frangos de corte alimentados com ragdes contendo
anacardato de célcio e acido citrico

it Pl (O P ol
Controle negativo 5,92 1,73 28,62 60,67 11,67 11,90
Controle positivo 6,00 1,92 31,20 61,30 12,30 11,48
0,25% AnCa' +0,25% AC? 6,02 1,77 30,12 62,95 11,15 10,93
0,50% AnCa +0,25% AC 6,02 1,70 30,27 59,70 11,72 10,67
0,50% AnCa +0,50% AC 6,04 1,78 29,04 60,42 12,34 10,34
0,75% AnCa +0,25% AC 6,00 1,73 31,97 58,32 13,30 9,65

0,75% AnCa + 0,50% AC 5,95 1,95 30,62 59,15 12,30 10,08
0,75% AnCa +0,75% AC 6,00 1,83 30,90 62,08 12,58 10,57
EPM? 0,015 0,071 0,628 0,493 0,249 0,284
ANOVA?* (p-valor) 0,5665 0,9874 0,9298 0,2867 0,5437 0,5789

! Anacardato de calcio; 2 Acido citrico; 3 Erro padrio da média; * Analise de variancia.

4.3.2 Compostos fendlicos, potencial e atividade antioxidante e estabilidade lipidica da carne

Os resultados para concentracdo dos compostos fenolicos na carne (Tabela 12)
indicaram que as aves alimentadas com rag¢do controle negativo apresentaram menor
concentragdo, diferindo significativamente dos valores determinados na carne das aves
alimentadas com racdo controle positivo e as diferentes combinagdes de AnCa + AC. Para a
carne das aves alimentadas com racdes controle positivo, a concentragdo de compostos
fendlicos na carne foi significativamente menor em relagdo aos resultados obtidos com a adi¢ao
de 0,75% AnCa + 0,25% AC, 0,75% AnCa + 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa + 0,75% AC.

O potencial antioxidante avaliado na carne pelo percentual de captura do radical
livre DPPH (Tabela 12) ndo diferiu significativamente entre as aves alimentadas com ragdes
controle negativo ou com racdes controle positivo. Por sua vez, a carne das aves alimentadas
com as diferentes combinagdes de AnCa + AC apresentaram maior potencial antioxidante em
comparac¢do a das aves alimentadas com a ragdo controle negativo, contudo, em relacao as
alimentadas com racdes controle positivo, embora o potencial antioxidante tenha aumentado
com a adicao de AnCa + AC, a diferenca s6 se mostrou significativa a partir da inclusao de
0,50% AnCa + 0,25% AC. E entre as diferentes combinacdes de AnCa + AC, observou-se que
o potencial antioxidante nas amostras de carne dos frangos que consumiram ra¢ao com 0,25%
AnCa + 0,25% AC foi semelhante ao obtido para a combinagdo 0,50% AnCa + 0,25% AC e

significativamente menor em relagdo aos determinados com as demais combinagdes. Todavia,
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nao houve diferenca significativa entre o potencial antioxidante da carne das aves alimentadas
com as combinagdes AnCa + AC a partir do nivel 0,50% AnCa + 0,25% AC.

A atividade antioxidante total avaliada pelo percentual de captura do radical ABTS
(Tabela 12) nao diferiu significativamente entre as aves alimentadas com ragdes controle
negativo ou controle positivo. Por sua vez, a carne das aves alimentadas com as diferentes
combinagdes de AnCa + AC apresentaram maior atividade antioxidante em relag@o a das aves
alimentadas com as ragdes controle negativo ou controle positivo, contudo, a diferenca passou
a ser significativa a partir da inclusdo de 0,50% AnCa + 0,50% AC. Entre as diferentes
combinagdes de AnCa + AC, observou-se que a atividade antioxidante foi aumentando com o
aumento das doses da combinagdo, porém, houve diferenga significativa apenas entre os
resultados obtidos para os frangos que consumiram ragdao com 0,25% AnCa + 0,25% AC em
relacdo aos obtidos com as combinacodes 0,75% AnCa + 0,50% AC ¢ 0,75% AnCa + 0,7% AC,

com menor atividade para a combinagdo 0,25% AnCa + 0,25% AC.

Tabela 12- Compostos fenolicos, capacidade e atividade antioxidante e oxida¢do lipidica da
carne de frangos de corte alimentados com ragdes contendo anacardato de calcio e acido
citrico

Compostos TBARS!
fenolicos DPPH! ABTS? (mgde MDA/kg de carne)

retamentos (mgEAG/100g de (%) (%) Fresca Armazenada
carne)
Controle negativo 0,54c 38,27d  54,63c 0,44a 1,43a
Controle positivo 0,58b 412cd 55,25¢ 0,36b 1,26b
0,25% AnCa' + 0,25% AC? 0,59ab 43,39bc  57,07bc 0,32bc 1,19bc
0,50% AnCa + 0,25% AC 0,62ab 46,36ab 61,97abc 0,32bc 1,10bc
0,50% AnCa + 0,50% AC 0,62ab 4738a 64,4ab 0,29¢ 1,05¢
0,75% AnCa + 0,25% AC 0,63a 48,17a 65,38ab 0,28¢ 0,97c
0,75% AnCa + 0,50% AC 0,64a 48,482  66,65a 0,26¢ 0,99¢
0,75% AnCa + 0,75% AC 0,64a 49,0la 672la 0,28¢ 1,04c
EPM* 0,006 0,636 1,033 0,009 0,027
ANOVA* (p-valor) 0,0001 0,0001  0,0003 0,0001 0,0001

! Radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil; 2 Substincias reativas ao 4cido tiobarbitlirico; 3 Radical 2,2’- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-4cido sulfonico); ' Anacardato de calcio; 2 Acido citrico; 3 Erro padrdo da média; * Analise de
variancia; *® Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste SNK (5%).

Os resultados de avaliagcdo da oxidagao lipidica na carne (Tabela 12), medida pelos
valores de TBARS mostrou respostas com padrdo semelhante para amostras in natura e
armazenadas sob congelamento por 60 dias. Conforme os resultados, as aves alimentadas com
ragdo controle negativo apresentaram maior oxidacao lipidica, diferindo significativamente dos

valores determinados para aves alimentadas com racdo controle positivo e as diferentes
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combinagdes de AnCa + AC. As aves alimentadas com ragdo controle positivo apresentaram
maior oxidacdo lipidica da carne em relagdo as alimentadas com AnCa + AC, contudo, diferiu
significativamente apenas em relacdo aos resultados obtidos com a adi¢do de 0,75% AnCa +
0,25% AC, 0,75% AnCa + 0,50% AC e 0,75% AnCa + 0,75% AC. Para os diferentes niveis
das combinac¢des AnCa + AC, ndo foram observadas diferencas significativas.

Conforme os resultados apresentados por Mahfuz et al. (2021), pode-se inferir que
os aditivos fitogénicos ricos em compostos fenolicos tém ganhado atencdo para uso na
alimentacdo de frangos de corte, pois em fun¢do das moléculas bioativas que estdo em sua
composi¢ao pode ocorrer transferéncia destas para a carne, contribuindo para melhoria de sua
qualidade. Assim, frequentemente tem sido relatado aumento na concentragdo de compostos
fenolicos totais na carne com o uso de aditivos contendo compostos fendlicos na alimentacgao
dos frangos. Por sua vez, esse efeito contribui para maior potencial antioxidante e maior
estabilidade lipidica da carne.

Nesse contexto, os resultados obtidos para as diferentes combinagdes de AnCa + AC
estdo de acordo com os relatos da literatura para o uso de extratos vegetais ricos em compostos
fenolicos. Jang et al. (2008) verificaram que extratos de ervas medicinais na alimentagdo
promoveu aumento dos compostos fenolicos e maior potencial antioxidante (DPPH) e atividade
antioxidante (ABTS) na carne dos frangos. Farias ef al. (2020) relataram que a adig¢do de extrato
etanolico do carogo da manga aumentou a atividade antioxidante (ABTS) da carne dos frangos.
Reducao na oxidagao lipidica na carne foi relatada quando os frangos foram alimentados com
racdes contendo diferentes fontes de compostos fenolicos como o extrato etandlico do caroco e
da casca da manga (FREITAS et al., 2015), p6 de folhas de Pinus brutia (RAMAY; YALCIN,
2019), extrato da folha de Eucommia ulmoides (ZHAO et al., 2019) extrato de epicarpo e
endocarpo de jugara Euterpe edulis (FRASAO et al., 2021). Avaliando o efeito das doses (0,25
a 1,00 %) de anacardato de célcio na alimentagdo dos frangos de corte, Freitas et al. (2022)
relataram que a acao antioxidante dos acidos anacardicos promoveu redugao linear na oxidagao
lipidica da carne do peito dos frangos a medida que se aumentou os niveis de anacardato, de
modo que a inclusdo de 0,75% de anacardato ja foi suficiente para reduzir a oxidacdo lipidica

da carne.
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4.4 Conclusao

A adicao de até a maior dose testada, 0,75% de anacardato de calcio associado a
0,75% 4cido citrico na alimenta¢do dos frangos de corte ndo altera o pH, as perdas por
gotejamento e cocgdo e a coloragdo da carne, contudo aumenta a concentragdo de compostos
fenolicos, a atividade e capacidade antioxidante e reduz a oxidagao lipidica da carne.

A adigao da associagao de 0,50% anacardato de célcio com 0,50% acido citrico se
mostrou suficiente para obtencao dos beneficios de melhoria na concentragdo de compostos
fenolicos, atividade e capacidade antioxidante da carne in natura e reducdo na oxidacao lipidica

da carne in natura e armazenada.
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5 PARAMETROS OSSEOS E INCIDENCIA DA SINDROME DO OSSO NEGRO EM
FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM ANACARDATO DE CALCIO E
ACIDO CITRICO

RESUMO
Objetivou-se com esta pesquisa avaliar os efeitos da adicdo de diferentes combinagdes de
anacardato de calcio com acido citrico na ragdo de frangos de corte sobre os parametros 0sseos
e a incidéncia da sindrome do osso negro. Para isso, 768 pintos machos da linhagem Ross com
1 dia de idade foram distribuidos ao acaso em oito tratamentos, sendo seis repeti¢des de 16 aves
por unidade experimental. Os tratamentos foram constituidos por: ragdo controle negativo;
ragdo controle positivo; ragdo com 0,25% AnCa (Anacardato de calcio) + 0,25% AC (Acido
citrico); ragdo com 0,50% AnCa + 0,25% AC; racao com 0,50% AnCa + 0,50% AC; ragao com
0,75% AnCa + 0,25% AC; racao com 0,75% AnCa + 0,50% AC; ragao com 0,75% AnCa +
0,75% AC. Conforme os resultados, nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para
os parametros peso, comprimento, densidade Ossea, resisténcia, deformidade, matéria seca e
cinzas determinados no fémur dos frangos, indicando que as diferentes combinacdes de
anacardato de calcio e 4cido citrico avaliadas ndo proporcionaram alteragdes no crescimento e
qualidade o6ssea dos frangos. Quanto a incidéncia da sindrome do osso negro, também nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos, embora, a combinacao de 0,50% AnCa +
0,25% AC tenha proporcionado maior percentual (50%) de amostras com escore aceitavel em
relacdo as aves alimentadas com ragdes controle negativo (16%). A adicao de até 0,75% de
anacardato de calcio em associagdao com 0,75% de 4cido citrico na racao de frangos de corte

nao altera o crescimento e qualidade Ossea e a incidéncia da sindrome do 0sso negro.

Palavras-chave: antioxidante, acido anacardico, acido organico, composto fendlico,

escurecimento da carne, qualidade 6ssea.
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BONE PARAMETERS AND INCIDENCE OF BLACK BONE SYNDROME IN BROILER
CHICKENS FED WITH CALCIUM ANACARDATE AND CITRIC ACID

ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effects of adding different combinations of
calcium anacardate with citric acid to broiler chicken feed on bone parameters and the incidence
of black bone syndrome. For this, 768 male Ross lineage chicks with 1 day of age were
randomly distributed in eight treatments, with six replicates of 16 birds per experimental unit.
The treatments consisted of rations, which were: negative control ration; positive control ration;
feed with 0.25% AnCa (Calcium anacardate) + 0.25% AC (Citric acid); feed with 0.50% AnCa
+ 0.25% AC; feed with 0.50% AnCa + 0.50% AC; feed with 0.75% AnCa + 0.25% AC; feed
with 0.75% AnCa + 0.50% AC; feed with 0.75% AnCa + 0.75% AC. According to the results,
there was no significant difference between the treatments for the parameters weight, length,
bone density, resistance, deformity, dry matter and ash determined in the femur of chickens,
indicating that the different combinations of calcium anacardate and citric acid evaluated did
not provide positive or negative changes in the growth and bone quality of chickens. As for the
incidence of black bone syndrome, there was also no significant difference between the
treatments, although the combination of 0.50% AnCa + 0.25% AC provided a higher percentage
(50%) of samples with an acceptable score compared to the birds fed negative control diets
(16%). The addition of up to 0.75% calcium anacardate in association with 0.75% citric acid in
broiler chicken feed does not change growth and bone quality and the incidence of black bone

syndrome.

Keywords: antioxidant, anacardic acid, organic acid, phenolic compound, black bone, bone

quality.
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5.1 Introducio

O osso ¢ um tecido dinamico influenciado por fatores fisioldgicos, nutricionais e
fisicos (RATH et al., 2000). Paralelamente a alta eficiéncia na produgdo de frangos de corte
foram surgindo alguns distarbios fisiologicos relacionados a estrutura dssea.

Nos ultimos anos, tem aumentado a preocupagdo com a incidéncia da sindrome do
0SS0 negro, que ¢ caracterizada pela coloracao escura do osso e da carne em seu entorno apds
o cozimento. Esse problema pode levar a menor aceitagdo pelo consumidor e seu aparecimento
esta associado ao extravasamento de sangue da medula dssea na regido proxima do osso da tibia
ou fémur em razdo de problemas na qualidade 6ssea, com maior frequéncia em cortes
submetidos ao congelamento (SMITH; NORTHCUTT, 2004; BALDO et al., 2013).

O estresse oxidativo tem sido relatado como importante fator predisponente para o
estado patoldgico de muitos problemas 6sseos (ALTINDAG et al., 2008; WAUQUIER et al.,
2009; SAVASKY et al., 2018), o que pode favorecer a incidéncia da sindrome do osso negro.

Nesse contexto, alguns compostos naturais com atividade antioxidante estdo sendo
testados na alimentagcdo de frangos de corte visando a melhoria da qualidade Ossea e,
consequentemente, controlar ou reduzir a incidéncia de sindrome do osso negro. O acido
anacardico, ¢ um composto fenolico que naturalmente pode ser encontrado em maior proporgao
no liquido da castanha de caju, fruto da planta Anacardium ocidentale, que apresenta varias
atividades bioldgicas, com destaque para sua atividade antioxidante. O uso de diferentes fontes
de 4cido anacardico, liquido da castanha de caju ou anacardato de célcio, tem se mostrado
promissor na prevencao dos danos oxidativos no organismo das aves poedeiras e frangos de
corte, bem como nos seus produtos, carne e ovos (BRAZ et al., 2017; BRAZ et al., 2019;
FREITAS et al., 2022).

Também tem sido relatado efeito do 4acido anacéardico reduzindo as perdas dsseas
induzidas em ratos (ZHAO et al., 2019; VENUGOPAL et al., 2021) e, também, reduzindo os
efeitos da indugdo da discondroplasia tibial em frangos de corte (JIANG ef al., 2019). Assim, a
adi¢do do anacardato de célcio como fonte de dcido anacardico poderia contribuir para melhoria
da qualidade 6ssea dos frangos de corte. Todavia Cruz ef al. (2019) relataram a auséncia de
influéncia significativa do uso do anacardato de calcio at¢ o nivel de 1% na rag@o sobre os
parametros 6sseos medidos no fémur de frangos de corte. Segundo os pesquisadores, a auséncia
de influéncia significativa poderia estar relacionada ao potencial de dissocia¢do no trato

digestorio dos frangos, uma vez que um pH mais 4cido seria requerido para maior dissociagdo
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e, no entanto, o pH se manteve em niveis normais nos diferentes seguimentos do trato digestorio
dos frangos.

Dessa forma, o acido citrico pode ser uma alternativa para acidificar o contetido
digestivo no trato gastrointestinal e favorecer a dissociacdo do acido anacardico presente no
anacardato de calcio (FERREIRA et al., 2020). Além disso, o aumento na digestibilidade dos
minerais ¢ maior mineralizacao e resisténcia 6ssea com a adigdo de acido citrico na ragao de
frangos (ISLAM et al, 2012) poderiam se somar, beneficiando as caracteristicas Osseas dos
frangos.

Diante do exposto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar os efeitos da adi¢ao de
diferentes combinacdes de anacardato de calcio com 4acido citrico na ra¢ao de frangos de corte

sobre os pardmetros 0sseos e a incidéncia da sindrome do o0sso negro.
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5.2 Material e métodos

Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC), sob o protocolo N° 4438250719,
e estdo de acordo com os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.2.1 Producdo do anacardato de cdlcio

Os procedimentos de extragdo do liquido da casca da castanha de caju e produgdo
do anacardato de calcio foram realizados no laboratério de extragao (LAEX), localizado no
Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal do Ceard (UFC).

As cascas da castanha de caju foram adquiridas de empresa que realiza o
beneficiamento da castanha para extracdo da améndoa, localizada no municipio de Pacajus,
Ceara, Brasil. Nas instalagdes do LAEX, inicialmente as cascas da castanha foram trituradas
em picador forrageiro (GTI-2000 LDF) e, em seguida, acondicionadas em recipientes de vidro,
onde permaneceram imersas em etanol 99,5 °GL, na proporcao de 1:1, durante sete dias, em
temperatura ambiente. ApoOs este periodo a mistura foi filtrada com o auxilio de um tecido
(TNT) de 0,5mm, obtendo o liquido da castanha de caju (LCC) mais etanol. Apds esse
procedimento foi adicionado mais alcool no mesmo material até ficar imerso novamente por
mais 7 dias, e posteriormente foi realizado o mesmo procedimento para retirada do LCC mais
etanol.

O LCC obtido na primeira e na segunda filtracao foi homogeneizado e a quantidade
média de etanol e LCC na mistura foi determinada, submetendo-se trés amostras da mistura a
evaporagdo em evaporador rotativo (Evaporador Rotativo TE — 210®, Tecnal, Piracicaba,
Brasil), a 50°C, rotacao de 60 rpm e pressdo reduzida para recuperacao do solvente (etanol) e
obtencao do LCC. As concentragdes obtidas na solu¢ao foram de 25,5% de LCC e 74,5% de
etanol.

O anacardato de calcio foi obtido segundo metodologia apresentada por
Paramashivappa et al. (2001), com adaptagdes propostas por Trevisan ef al. (2006), em que a
partir da reagdo dos acidos anacardicos presente no LCC com hidroxido de calcio, forma-se um
sal de célcio que se precipita da mistura e pode ser separado. Para isso, em um béquer com
capacidade de 4L foram adicionados 2.157mL da solu¢do de LCC+ etanol (550mL de LCC e
1.607mL de etanol), 150 mL de 4dgua destilada e 250g de hidréxido de calcio dissolvidos em
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1.243mL de etanol. Essa mistura foi aquecida com agitacdo (Agitador Magnético com
Aquecimento — Q261-22, Quimis, Diadema, Brasil), até atingir a temperatura de 50°C,
permanecendo nessa condi¢do por 4h. Ao final do periodo, a mistura foi deixada em descanso
para a decantacao por 1 hora. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionado 800 mL de
etanol a massa decantada que foi submetida a uma nova agitacdo e aquecimento por mais 1
hora. Novamente a mistura foi deixada para decantacdo por igual periodo e foi retirado o
sobrenadante. O material precipitado foi retirado e filtrado com o auxilio de um tecido (TNT)
de 0,5mm, para a separacao do anacardato de calcio e dos residuos do sobrenadante que ainda
estavam misturados ao precipitado. O anacardato de calcio, retido no TNT, foi encaminhado
para secagem em estufa de ventilacdo forcada (Estufa de secagem - MA035/5/10P, Marconi,
Piracicaba, Brasil) a 55°C por 72 horas, e entdo triturado.

A andlise de quantificagdo dos acidos anacardicos no anacardato de calcio foram
realizadas no laboratorio de produtos naturais do Departamento de Quimica da UFC. Para esta
analise, a amostra de anacardato de calcio foi convertida em acidos anacardicos conforme
procedimento descrito por Paramashivappa et al. (2001), em que uma aliquota de 1,1 gramas
de anacardato de calcio foi transferida para um Erlenmeyer com 3 mL acetato de etila, 8,8 mL
agua e 1,2 mL de HCl P.A, submetido a mistura sob vigorosa agitagdo durante 1 h e
posteriormente filtrada em funil de Biichner. O filtrado foi transferido para um funil de
separacao, onde foi realizada uma particao liquida - liquido com acetato de etila (2x 3 mL),
obtendo uma fase organica rica em acidos anacardicos, que foi posteriormente lavada com agua
Mili — Q (200 mL) e seca com sulfato de sodio anidro.

O extrato foi submetido a rotaecvaporacao para eliminagdo do solvente e obtengao
de uma fracao contendo apenas os acidos anacardicos que foi quantificada por meio de HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) com detector DAD (Diode Array Detector) da
marca Agilent operando na faixa ultravioleta com coluna analitica C-18 Latek (5 pm, 250 x 4
mm) em uma corrente de mL.mim—1 com volume de inje¢dao de 10uL. O detector DAD foi
ajustado nos comprimentos de onda de 254, 278, 325 e 340 nm, onde os acidos anacardicos tém
picos de absor¢do mais elevados em UV-VIS. A quantidade de 4cidos anacardicos presentes no

anacardato de calcio foi de 66,65%.

5.2.2 localizacdao, delineamento, tratamentos e manejo das aves
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O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia
da UFC em um galpao com dimensdes de 15 m x 10 m, provido de 48 boxes de 1,0 x 1,5 m
com o piso coberto com maravalha e equipados com comedouros tubular e bebedouro pendular.

Foram utilizados 768 pintos machos de frangos de corte da linhagem Ross 308 AP95
com 1 dia de idade, vacinados no incubatorio contra a doenga de Marek e Gumboro. Aos 7 dias
os pintos foram vacinados contra a doenca de Newcastle. No galpao experimental as aves foram
pesadas (36,78 g = 0,57) e distribuidas para que todas as parcelas tivessem pesos semelhantes,
conforme recomendagdes de (Sakomura e Rostagno 2016), segundo um delineamento
experimental inteiramente casualizado com oito tratamentos e seis repetigdes de 16 aves por
unidade experimental, totalizando 96 aves por tratamento.

Os tratamentos foram constituidos por: racdo controle negativo (sem promotor de
crescimento e sem anticoccidiano); ragao controle positivo (com promotor de crescimento e
anticoccidiano); ragdes com niveis de anacardato de calcio associado a niveis de acido citrico,
sendo ragdo com 0,25% de Anacardato de Calcio (AnCa) + 0,25% de Acido citrico (AC); ragio
com 0,50% AnCa + 0,25% AC; ragdo com 0,50% AnCa + 0,50% AC; racao com 0,75% AnCa
+0,25% AC; ragcao com 0,75% AnCa + 0,50% AC; racao com 0,75% AnCa + 0,75% AC.

Para obtencdo das racdes experimentais, em cada fase de criacdo, formulou-se a
racdo controle negativo (Tabela 13), considerando os valores nutricionais e energéticos dos
ingredientes e as exigéncias nutricionais propostas por Rostagno et al. (2017), usando na sua
composicdo a inclusdo 1,25% de um ingrediente inerte. As ragdes dos demais tratamentos foram
obtidas pela substituicdo do inerte de acordo pelo promotor de crescimento ou do anacardato
de célcio e acido citrico, na proporcao de cada tratamento.

Nas ragdes com promotor de crescimento foram adicionados: 500 g de Coxistac
(12% de Salinomicina) + 33 g de Stafac 500 (50% Virginiamicina) por tonelada de racao.

O programa de alimentagdo foi dividido em quatro fases, a fase pré-inicial (1 a 7 dias), inicial
(8 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e a final (36 a 42 dias). O programa de luz adotado foi
de 24h de luz de 1 a 7 dias e 23h de luz de 8 a 42 dias.

Durante o periodo experimental, os dados de temperatura e umidade relativa do ar
foram registrados por dois dataloggers instalados na altura das aves. As médias de temperatura
ambiente e umidade relativa no galpao durante o experimento foram 29,22°C e 62,19 %,
respectivamente.

Para avaliacdo dos parametros de crescimento e qualidade ossea e a incidéncia da
sindrome do osso negro, aos 42 dias de idade, um frango de cada unidade experimental foi

selecionado, com base no peso médio da parcela, submetido a jejum alimentar de 6h, e entao
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eutanasiado por meio de eletronarcose seguida de sangria, depena e evisceracao.

Posteriormente, procedeu-se a retirada das duas sobrecoxas, que devidamente identificadas

foram armazenadas em freezer a -20°C, durante 30 dias, quando foram retiradas do freezer e

descongeladas em geladeira a 4°C por 12 horas para realizagao das analises.

Tabela 13-, Niveis nutricionais e energéticos calculados das ragdes experimentais controle

negativo para frangos de corte

Fases (idade em dias)

Ingredientes 1a7 _ 8a2l  22a35  36ad2
Milho 48,20 50,03 58,62 65,55
Farelo de soja (45% PB) 42,60 40,03 32,71 26,94
Oleo de soja 3,33 4,41 3,45 2,78
Fosfato bicalcico (25% Ca, 19% P) 1,92 1,70 1,52 1,15
Calcério calcitico (37,7% Ca) 1,15 1,04 0,88 0,79
Sal comum 0,53 0,52 0,49 0,47
DL-metionina (99%) 0,32 0,31 0,27 0,23
L-lisina (54,6%) 0,20 0,21 0,30 0,34
L-treonina (98,5%) 0,05 0,05 0,06 0,05
Suplemento vitaminico' 0,15 0,15 0,15 0,15
Suplemento mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05
Inerte’ 1,50 1,50 1,50 1,50
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Nivel energético e nutricional calculado

Energia metabolizével (kcal/kg) 2975,00  3050,00  3100,00  3150,00
Proteina bruta (%) 24,00 23,00 20,50 18,50
Lisina digestivel aves (%) 1,29 1,24 1,12 1,01
Metionina + cistina digestivel (%) 0,96 0,92 0,83 0,75
Metionina digestivel (%) 0,64 0,61 0,55 0,49
Treonina digestivel (%) 0,85 0,82 0,74 0,67
Triptofano digestivel (%) 0,27 0,26 0,22 0,19
Valina digestivel (%) 1,00 0,96 0,85 0,76
Célcio (%) 0,97 0,88 0,76 0,63
Fosforo disponivel (%) 0,46 0,42 0,37 0,30
Sodio (%) 0,23 0,22 0,21 0,20
Cloro (%) 0,38 0,37 0,36 0,35
Potassio (%) 0,93 0,89 0,79 0,70

' Composigio por Kg do produto: Vit. A 9.000.000,00 UI; Vit. D3 2.500.000,00 UI; Vit. E 20.000,00 UI; Vit.
K3 2.500,00 mg; Vit. B1 2.000,00 mg; Vit. B2 6.000,00 mg; Vit. B6 3.000,38 mg; Vit. B12 15,00 mg; Acido
folico 1.500,00 mg; 4cido nicotinico 35000 mg; Acido pantoténico 12.000,00 mg; Biotina 100mg; Selénio 250,00
mg. > Composic¢do por Kg do produto: Ferro 100.000,00 mg; cobre 20.000,00 mg; Manganés 130.000,00 mg;

Zinco 130.000,10 mg; Iodo 2.000,00 mg.

5.2.3 Pardmetros de crescimento e qualidade dssea
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Para medi¢do dos parametros dsseos, o fémur direito de cada ave foi devidamente
limpo do tecido muscular, com uso de bisturi, conforme a metodologia descrita ¢ adaptada do
estudo por Bruno et al. (2000). O comprimento do fémur foi medido usando paquimetros
digitais e o peso determinado em balanga de precisdo (0,01 g). A densidade 6ssea foi avaliada
por meio da divisdo do peso (mg) pelo comprimento (mm) do osso (MELO et al., 2020).

Os parametros de resisténcia e deformidade 6ssea do fémur foram determinados
usando uma Prensa Mecanica Testo/Ronald Triaxial (Ronald Top Ltda., Rio de Janeiro, RJ,
Brasil) com capacidade para 150 kg. Os ossos foram colocados em posi¢ao horizontal sobre um
suporte de madeira e depois foi aplicada uma for¢a no centro de cada osso. A quantidade
maxima de for¢a aplicada no osso até a sua ruptura foi considerada a resisténcia a quebra
(kgt/cm?), sendo esta mensurada através de um extensdmetro digital. A deformidade do osso
(mm) foi medida registrando-se, em extensometro analdgico, a flexdo de cada osso em relagao
a sua posicao horizontal, até antes da sua ruptura pela acao da forga aplicada.

Os ossos utilizados nas analises de resisténcia e deformidade, foram encaminhados
para a determinacao do teor de matéria seca (método 934.01) e matéria mineral (método 942.05)

no fémur, segundo as metodologias propostas pela AOAC International (2005).

5.2.4 Incidéncia da sindrome do osso negro

A avaliacdo da incidéncia da sindrome do osso negro foi realizada na sobrecoxa
esquerda, conforme Melo et al., (2020), que apos descongelamento em geladeira a 4°C foi
cozida em agua fervente, pelo periodo de 30 minutos. Apdés o cozimento, a amostra foi
submetida a incisdo, por meio de bisturi, no sentido do comprimento do osso e a musculatura
afastada para a avaliag@o da incidéncia de sindrome do osso negro, adotando a metodologia de
avaliacdo macroscopica do escurecimento da carne, atribuindo os seguintes escores: 0, 1 ou 2,
de acordo com a aparéncia. Escore 0 foi classificada como aceitavel (regido préxima ao 0sso
sem escurecimento), escore 1 como intermedidria (menos de 50% da regido préxima ao 0sso
comprometida) e escore de 2 como inaceitavel (mais de 50% da regido proéxima ao 0sso

comprometida).

5.2.5 Analise estatistica
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A andlise estatistica dos dados foi realizada usando o software “Statistical Analyses
System” (SAS, 2000). Os parametros de qualidade 6ssea foram submetidos a andlise de
variancia pelo procedimento ANOVA, seguindo um modelo inteiramente casualizado. A
compara¢do das médias foi realizada pelo teste de Studant-Newman-Keuls (SNK) a 5% de
probabilidade. Anélise dos dados de escores da sindrome do 0sso negro entre os tratamentos

foi realizada pelo teste qui-quadrado.
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5.3 Resultados e discussao

5.3.1 Pardmetros de crescimento e qualidade dssea

Conforme os resultados (Tabela 14) ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos para os parametros, peso, comprimento, densidade dssea, resisténcia e deformidade
Ossea e proporcao de matéria seca e mineral determinados no fémur dos frangos. Esses
resultados indicam que as diferentes combinacdes de anacardato de calcio e acido citrico
avaliadas ndo proporcionaram alteragdes positiva ou negativas no crescimento e na qualidade

Ossea dos frangos.

Tabela 14- Pardmetros de crescimento e qualidade dssea determinados em fémur de frangos de corte
alimentados com ra¢des contendo anacardato de calcio e acido citrico

Tratamentos Peso  Comp.! IS? Resist?  Deform.* MS®> MNS
(@  (mm) (mgmm) (kgfem’) (mm) (%) (%)
Controle negativo 8,70 74,13 117,47 20,13 4,68 38,82 38,94
Controle positivo 8,80 73,84 119,10 20,46 4,99 39,80 38,80
0,25% AnCa’ + 0,25% AC? 8,75 74,32 117,93 20,37 5,31 39,32 39,79
0,50% AnCa + 0,25% AC 890 74,17 120,09 18,72 4,56 39,49 39,15
0,50% AnCa + 0,50% AC 8,98 73,44 122,18 21,96 4,74 40,32 41,17
0,75% AnCa + 0,25% AC 8,80 73,45 119,90 19,42 5,31 39,35 41,23
0,75% AnCa + 0,50% AC 8,70 73,75 117,96 23,35 488 38,92 4144
0,75% AnCa + 0,75% AC 8,08 73,37 118,35 20,24 4,54 38,80 41,69
EPM’ 0,109 0,320 1,371 0,525 0,160 0,329 0,346
ANOVA!? (p-valor) 1,00 0,99 0,99 0,48 0,89 0,95 0,13

! Comprimento; ? Densidade 6ssea;’ Resisténcia;  Deformidade; > Matéria seca;® Matéria mineral; 7 Anacardato de calcio;
8 Acido citrico; ° Erro padrio da média; !° Anélise de variancia.

Os relatos da acdo do acido anacardico reduzindo os efeitos da inducdo da
discondroplasia tibial em frangos de corte (JIANG et al., 2019), e de que em razdo das
caracteristicas quimicas e do potencial de dissocia¢do do anacardato de calcio um pH mais
acido no trato digestorio dos frangos seria requerido para sua maior dissociagdo (CRUZ et al.,
2019). Portanto, a sua adi¢ao, em combinagao com acido citrico, poderia oferecer essa condi¢ao
(FERREIRA et al., 2020). Ademais, criou a expectativa de que a adi¢cdo do anacardato de calcio
como fonte de acido anacardico em associagdo com 4acido citrico pudesse contribuir para
melhoria da qualidade 6ssea dos frangos de corte. Contudo, os resultados obtidos para os

parametros 6sseos do fémur dos frangos nao sustentam a hipotese de agao sinérgica, de modo
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que a associagdo em nivel de até 0,75% de AnCa + 0,75% de AC ndo trouxe beneficios para os
parametros de crescimento e qualidade dssea avaliados em relagdo aos tratamentos controle
negativo e controle positivo.

O aumento nos niveis de espécies reativas ao oxigénio relacionado ao estresse
oxidativo inibe a mineraliza¢ao éssea, elevando a atividade dos osteoclastos e¢ induzindo a
apoptose de osteoblastos e ostedcitos (DOMAZETOVIC et al., 2017). Assim, a melhoria na
qualidade 6ssea dos frangos com adi¢do de acido anacardico na racao relatada por Jiang et al.
(2019) foi associada pelos autores a agao antioxidante do acido anacardico.

O efeito antioxidante da adi¢ao de AnCa + AC também foi observada na presente
pesquisa, visto que as aves alimentadas com os diferentes niveis de combinagdo apresentaram
menores valores de TBARS no sangue e no figado em relagao as aves alimentadas sem nenhum
aditivo na ragdo. Contudo, a redugdo do estresse oxidativo com a adigdo do AnCa + AC nao foi
suficiente para influenciar as caracteristicas de crescimento e qualidade dssea dos frangos.

Todavia vale destacar que os efeitos protetores sobre a perda e reabsor¢ao 6ssea do
acido anacardico beneficiando as caracteristicas 0sseas em frangos de corte (JIANG et al.,
2019) foram observados sob desafio do sistema dsseo, com a inducdo de discondroplasia tibial
por agente quimico, enquanto, as aves avaliadas por Cruz ef al. (2019) e na presente pesquisa
foram submetidas apenas aos desafios naturais da condi¢do de criagdo das aves durante o
experimento que, certamente, ndo proporcionou situacdes adversas que influenciassem o
crescimento e qualidade Ossea, visto que os resultados obtidos para aves alimentadas sem
qualquer aditivo na ra¢do foram semelhantes aos obtidos para as aves dos demais tratamentos.
Sabe-se que o grau e a duracdo do estresse experimentado pelas aves influenciam na eficiéncia
das respostas aos antioxidantes (LARA; ROSTAGNO, 2013).

Embora seja uma constatagao frequente que devido aos seus efeitos antioxidantes e
acdo anti-inflamatéria os polifendis podem ter efeitos positivos nas caracteristicas dsseas e que
estes podem proteger a saide do osso através de diferentes mecanismos, pois aumentam a
osteoblastogénese, suprimem a osteoclastogénese e tém agio osteoimunologica (PUKARIC et
al., 2015), a variabilidade no efeito dos compostos fenolicos com propriedades antioxidantes
sobre os parametros 6sseos tem sido observada. Assim, semelhante as constatag¢des verificadas
na presente pesquisa, Leskovec et al. (2018) relataram que embora os polifenois da azeitona
tenham demonstrado efeitos positivos na saude Ossea, melhorando a resisténcia Ossea e
reduzindo a perda dssea em camundongos e ratos, a utilizagdo do extrato da folha da azeitona

ndo teve nenhum efeito sobre a mineralizagdo dssea em frangos de corte.
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5.3.2 Incidéncia da sindrome do osso negro

Quanto a incidéncia da sindrome do osso negro nas amostras de sobrecoxa dos
frangos de corte (Tabela 15), observou-se que nao houve diferenga significativa entre os
tratamentos. Embora as aves alimentadas com as ra¢des controle negativo tenham apresentado
a menor percentagem de amostras aceitaveis (16,67%) em relagdo aos resultados obtidos com

a adigdo de 0,50% AnCa + 0,25% AC (50%), ndo houve diferenca significativa.

Tabela 15- Numero ¢ incidéncia de amostras por escores de coloragdo da carne das coxas de
frangos de corte alimentados com ragdo contendo anacardato de calcio e acido citrico

Escores de avaliagdo

Tratamentos 0 — Aceitavel 1 — Intermediario 2 — Inaceitavel
Num.! %’  Num. % Num %

Controle negativo 1 16,67 5 83,33 0 0,00
Controle positivo 2 33,33 4 66,67 0 0,00
0,25% AnCa® + 0,25% AC* 2 33,33 4 66,67 0 0,00
0,50% AnCa + 0,25% AC 3 50,00 3 50,00 0 0,00
0,50% AnCa + 0,50% AC 2 33,33 4 66,67 0 0,00
0,75% AnCa + 0,25% AC 2 33,33 4 66,67 0 0,00
0,75% AnCa + 0,50% AC 2 33,33 4 66,67 0 0,00
0,75% AnCa + 0,75% AC 1 16,67 5 83,33 0 0,00
Total 14 29,17 34 70,83 0 0,00
p — valor 0,9598 0,9972 1,0000

"'Numero de amostras por escore; 2 Frequéncia; 3 Erro padrdo da média;.

A sindrome do osso negro € caracterizada pelo escurecimento da carne adjacente ao
osso devido ao extravasamento de sangue da medula 6ssea para a carne. Nesse contexto, a
melhoria na qualidade 6ssea tem sido associada a redugdo do extravasamento do sangue do 0sso
e, consequentemente, em menor incidéncia de sindrome do osso negro (BALDO et al., 2013).
Assim, a semelhanca dos parametros de crescimento e qualidade Ossea entre os diferentes
tratamentos pode justificar a similaridade na incidéncia da sindrome do osso negro entre os
tratamentos, observados nesta pesquisa. Todavia Melo et al. (2020) relataram redugdo na
incidéncia de sindrome do osso negro em frangos de cortes alimentados com extrato etanolico
do caroco da manga, sem que houvesse alteragdes nos parametros de crescimento e qualidade
ossea.

A oxidagdo da hemoglobina do sangue extravasado do osso e da mioglobina do

musculo sdo fatores importantes para a determinar o escurecimento da carne em torno do 0sso,
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podendo influenciar na incidéncia e intensidade dessa sindrome. Assim, segundo Melo et al.
(2020), os compostos fenodlicos encontrados no extrato etandlico do carogo da manga podem
contribuir para evitar a oxidagdo da hemoglobina extravasada e mioglobina muscular, visto que
estes podem reagir com o ferro e formar um complexo com Fe™?, acelerando a sua oxidagio e
formacio de um complexo polifenol com Fe**, que é mais estavel. Nesse contexto, vale destacar
que o acido anacardico atua como um antioxidante de varias maneiras, incluindo a inibi¢ao de
varias enzimas pro-oxidantes envolvidas na producao de radicais livres e por quelagao dos ions
metalicos divalentes, com alta seletividade para o ion Fe™ e, portanto, poderia exercer os
mesmos efeitos relatados por Melo et al. (2020), o que ndo se confirmou uma vez que os
diferentes niveis de anacardato de calcio associado ao 4cido citrico ndo reduziram

significativamente a incidéncia de sindrome do osso negro.
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5.4 Conclusao

A adigdo de até a maior dose testada, 0,75% de anacardato de calcio em associagao
com 0,75% acido citrico na ra¢do de frangos de corte ndo altera o crescimento e a qualidade

Ossea, bem como a incidéncia da sindrome do osso negro.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Na presente pesquisa, ficou evidente que a associagao de anacardato de calcio e acido
citrico pode influenciar nos niveis séricos de acido turico, reduzindo os valores medidos,
principalmente em frangos aos 21 dias de idade. Esse efeito pode indicar que a excregdo de
nitrogénio ficou comprometida, refletindo na redugdo de consumo para reduzir a ingestdo de
proteina e, consequentemente, comprometeu o ganho de peso, sem prejudicar a conversao
alimentar. Todavia esse efeito precisa ser mais bem elucidado em novas pesquisas.

Embora a associa¢do de anacardato de calcio e acido citrico reduza o consumo ¢ o
ganho de peso na fase de 1 a 21 dias de idade, no periodo total de criagdo (1 a 42 dias de idade),
o efeito negativo sobre o consumo de ragao reduz a ponto de promover ganho de peso semelhante
entre as aves alimentadas com AnCa + AC e sem este aditivo. Esses resultados possibilitaram a
obten¢do de melhor conversdo alimentar, aos 42 dias de idade, para as aves alimentadas com
AnCa + AC nos niveis de combinagdo 0,50% AnCa + 0,50% AC; 0,75% AnCa + 0,25% AC,;
0,75% AnCa + 0,50% AC em relagdo aos tratamentos controle negativo e controle positivo,
favorecendo uma produgao mais eficiente e impactando diretamente no sucesso da producao, em
um sistema de producdo cada vez mais competitivo e tecnificado.

A adicdo da associacdo de anacardato de célcio e &cido citrico pode influenciar no
estado oxidativo sérico e no figado, reduzindo a oxidagao lipidica. Assim, pode-se inferir que
esses compostos combinados podem vir a contribuir para o equilibrio oxidativo em situagdes que
tendem a gerar maior quantidade de radicais livres, que comumente sdo verificadas na criagao de
aves, como as diversas situacdes estressoras relacionada ao calor excessivo, a maior densidade de
criacdo, dente outras.

Além disso, os beneficios podem se estender até o produto final e beneficiar o
consumidor. A adicdo de AnCa + AC promoveu aumento na concentracdo de compostos
fenolicos, atividade e capacidade antioxidante da carne in natura e redugao na oxidagao lipidica
da carne in natura e armazenada, favorecendo a manuten¢do das caracteristicas do produto e,
também, a oferta de carne com menor quantidade de radicais livres e com maior potencial
antioxidante, o que pode contribuir para a saide humana.

A avicultura brasileira tende a seguir as recomendacdes de organismos internacionais
e, também, atender as exigéncias cada vez maiores dos consumidores, quanto a retirada dos
antibioticos melhoradores de desempenho e a outros aditivos sintéticos da alimentagdo dos

frangos de corte. Nesse cendario, a associacdo de anacardato de célcio e 4cido citrico se mostra
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como um produto que pode contribuir para a avicultura brasileira atender as demandas do

mercado.
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