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RESUMO

Efeito de niveis crescentes de aditivo alternativo a base de acidos organicos e
mosto de tangerina (Citrus reticulata) como melhorador de desempenho de
frangos de corte

Aditivos alternativos aos antibiéticos, como acidos organicos e substancias
ricas em polifendis como mosto de tangerina podem promover a melhoria da saude
intestinal de frangos de corte, modulando a populacdo microbiana e melhorando a
utilizacédo de nutrientes. Neste trabalho foi estudado um produto que combina &cidos
organicos (acido fumarico 0,5%, acido latico 5,13%, acido citrico 5,44% e acido
ascorbico 1,2%) e mosto de tangerina (Citrus reticulata) 8,36%. Para determinar o
efeito e nivel mais adequado de inclusdo deste produto na dieta de frangos de corte,
foi realizado um experimento com 1400 frangos machos, em galpdo convencional,
avaliando o desempenho de 1 a 42 dias de idade. As aves foram alojadas em DCB
com 5 tratamentos e 7 repeticdes de 40 aves cada, e foram avaliadas as dietas com
as inclusbes do aditivo: A250 (250 mg/kg), A500 (500 mg/kg), A1000 (1000 mg/kg)
mais os controles: CN (negativo) e PC (positivo, com 10 mg/kg de enramicina). As
racoes foram formuladas a base de milho e farelo de soja atendendo exigéncias
nutricionais de frangos de corte de desempenho regular, sendo isonutritivas, com
fitase e sem agente anticoccidiano. Foram avaliadas caracteristicas de desempenho,
contagem das bactérias, morfometria e morfologia do jejuno. Considerando o
periodo total do experimento, a inclusdo do Aditivo a base de &cidos organicos e
mosto de tangerina em diferentes niveis (250, 500 e 1000 mg/kg) nao diferiu da dieta
controle negativo e ao controle positivo com inclusdo do antibiético enramicina para
caracteristicas de desempenho (p>0,05), assim como para a contagem das
bactérias, morfologia, morfometria do jejuno e viabilidade considerando o periodo
total. Quando observado de forma isolada no periodo de 29-35 dias o tratamento
com 500 mg/kg do Aditivo melhorou o ganho de peso e o consumo de racdo dos
animais (p<0,05), mas néo teve efeito sobre a conversao alimentar.

Palavras-chave: Acidos organicos, Flavonoides, Frango de corte, Livre de
antibioticos



ABSTRACT

Effect of a feed additive based on organic acids and tangerine (Citrus

reticulata) as growth promoter for broiler chickens

Feed additives alternatives to antibiotics such as organic acids and
substances rich in polyphenols such as tangerine wort can improved intestinal health
in broilers by modulating the microbial population and improving nutrient utilization. In
this work, it was studied a product which combines organic acids (fumaric acid 0.5%,
lactic acid 5.13%, citric acid 5.44% and ascorbic acid 1.2%) and tangerine must
(Citrus reticulata) 8,36%. To determine the effect and the most appropriate level of
inclusion of this product in the diet of broilers, an experiment was carried out with
1400 male chickens, in a conventional poultry house, evaluating the performance
from 1 to 42 days of age. The birds were housed in RCB design with 5 treatments
and 7 replicates of 40 birds each, and the diets with the additive inclusions were
evaluated: A250 (250 mg/kg), A500 (500 mg/kg), A1000 (1000 mg/kg) and the
controls: NC (negative) and PC (positive, with 10 mg/kg of enramycin). The diets
were formulated based on corn and soybean meal, meeting the nutritional
requirements of broilers of regular performance, being isonutritive, containing added
phytase and without anticoccidial additive. Performance characteristics, bacteria
count, morphometry and morphology of jejunum were evaluated. Considering the
total period of the experiment, the inclusion of the alternative additive based on
organic acids and tangerine wort at different levels (250, 500 and 1000 mg/kg) did
not differ from the negative control diet and the positive control with the inclusion of
the antibiotic enramycin for performance traits (p>0.05), as well as for the bacteria
count, morphology, morphology of jejunum and viability when considering the total
period. Considering the period of 29-35 days alone, treatment with 500 mg/kg of
alternative additive improved weight gain and feed intake of the chickens (p<0.05),
but had no effect on feed conversion.

Keywords: Organic acids, Flavonoids, Broiler, Antibiotic free
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1. INTRODUCAO

A grande expansao da avicultura mundial a partir da década de 1960, em
busca de melhora tecnoldgica e produtiva para viabilizar a producdo em massa de
carne de frango, atendendo assim o mercado mundial, levou a busca por aditivos
alimentares que melhorassem a eficiencia das aves em questdo de saude e
desempenho (BISCHOFF, 2004).

O uso de antibidticos como aditivos melhoradores de desempenho tem sua
eficiéncia comprovada e utilizada ha muitos anos. Através da administracdo de
doses subterapéuticas na alimentacdo dos animais eles tem como efeito a melhora
na absorcdo de nutrientes, através da modulacdo da microbiota e da saude do trato
intestinal, resultando em melhores indices de ganho de peso e conversao alimentar
(TORRES; DREHER; SIMIONI, 2015).

A partir de um movimento global, frente a preocupacdes relacionadas a
salude humana, vieram restricbes e proibicbes do uso de antibiéticos como
melhoradores de desempenho na alimentagdo animal, uma vez que o uso desses
produtos poderia selecionar micro-organismos resistentes (FLEMING-DUTRA et al.,
2016).

Aditivos nutricionais alternativos para melhora no desempenho comecaram a
ser estudados apOs as proibicdes parciais, em 1998, e totais em 2006, de
antibiéticos promotores de crescimento na alimentacdo animal estabelecidas pela
Unido Europeia, com objetivo de promover desempenho sem que houvesse risco a
saude humana e animal, através da modulacdo da microbiota e melhora da digestéo
e absorcao de nutrientes (HUYGHEBAERT; DUCATELLE; IMMERSEEL, 2011).

Alguns desses compostos sdo aditivos como probidticos, prebiéticos,
bacteriocinas, peptideos com acdo antimicrobiana, bacteriéfagos, enzimas, acidos
organicos, minerais, fitoterapicos e formulacées nano-tecnoldgicas que procuram
melhorar o desempenho dos animais, atraves do conceito de saude Unica, que
engloba biosseguridade, uso dos aditivos nutricionais € melhores manejos que
melhorem a seguranca alimentar da populacdo (SANTOS, 2005; THAKUR; GRAY,
2019).

Dentre os aditivos com efeito de melhora no desempanho destacam-se 0s
acidos organicos, substancias quimicas de origem natural com estrutura geral R-

COOH e com propriedades acidas (KIM et al., 2015). Os acidos organicos de cadeia
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curta (C1-C7) séo utilizados com maior frequéncia na alimentacédo animal (MENTEN
et al., 2014) como o férmico, acético, propibnico, butirico, lactico, malico, tartarico e
acido citrico. (DIBNER; BUTTIN, 2002).

Entre os modos de acéo destes compostos destaca-se a acgao da forma nao
dissociada que o entra no citoplasma bacteriano e causa alteracdes em seu
metabolismo e equilibrio osmoético causando a morte da célula bacteriana e alguns
efeitos indiretos como o favorecimento dos enterocitos pelo fornecimento de energia
vindo dos &cidos organicos, melhora na imunidade e acidificagdo do lumen intestinal
eliminando algumas bactéarias patogénicas (AHSAN et al., 2016).

Assim como o0s &cidos organicos, substancias ricas em polifendis como
mosto de algumas frutas como os citricos e as uvas, podem ter efeito de melhorador
de desempenho. Alguns polifendis como hesperidina e rutina, que sdo substancias
aromaticas compostas por anéis fenodlicos e presentes no mosto de tangerina,
possuem efeitos sobre a microbiota intestinal. Seu modo de acdo se baseia na
clivagem dos anéis arométicos para producdo de energia por alguns micro-
organismos, o que, em contrapartida, gera metabdlitos com efeito bactericida
(IQBAL et al., 2020).

A associacdo de diferentes métodos de modulacdo da microbiota intestinal
como a de acidos organicos com polifendis pode favorecer o desempenho de
frangos de corte (FASCINA et al.,, 2017). Por isso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de um aditivo comercial que combina os &cidos organicos: acido
fumarico, &cido latico, acido citrico e acido ascorbico com mosto de tangerina rico
nos polifendis rutina e hesperidina, na sua dose padrdo recomendada pelo
fabricante (500 mg/kg), uma subdose (250 mg/kg) e sobredose (1000 mg/kg) sobre o
desempenho e saude intestinal de frangos de corte criados em galpdo convencional,
com a hipotese que esse tipo de produto pode ser utilizado na substituicdo de
antibidticos melhoradores de desempenho sem comprometimento do

desenvolvimento das aves.



13

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Panorama da avicultura de corte brasileira

A carne de frango é um alimento nobre presente nas mais variadas culturas
gastrondmicas mundiais, sendo de suma importancia para o consumo humano,
principalmente devido ao seu custo, mais baixo que de outras proteinas animais,
gue garante a alimentacao de milhdes de pessoas ao redor do mundo.

O Brasil é o maior exportador mundial e terceiro maior produtor de carne de
frango, atrds somente dos Estados Unidos e da China, e tem grande importancia
nesse cenario. Segundo a ABPA (2022), em 2021 foram 14,3 milhdes de toneladas
de carne de frango produzidas em territério nacional; dessas, 4,6 milhdes de
toneladas foram destinadas a exportacdo para paises como China, Ardbia Saudita,
Japéo, Emirados Arabes e paises da Uni&o Europeia.

Os principais estados produtores estdo localizados na regido Centro-Sul do
pais, sendo o Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Goias os
maiores produtores com 35,54%, 14,89%, 13,65%, 8,32% e 8,27% da producéao total
respectivamente. Parte dessa producdo segue para Asia, Oriente Médio, Africa e
Unido Europeia principalmente na forma de cortes, salgados e industrializados
(ABPA, 2022).

A cadeia produtiva € composta por integracdo de milhares de produtores e
por empresas beneficiadoras e exportadoras, por meio das quais ha a organizacao
da cadeia, com finalidade de estabelecerem inovac¢des tecnoldgicas e de pesquisa
para um rapido desenvolvimento e alcance mundial de distribuicdo (SCHMIDT; DA
SILVA, 2018).

Esse alcance permitiu 0o contato da avicultura brasileira com diferentes
exigéncias de mercado como a reducdo ou proibicdo dos melhoradores de
desempenho, empregados ha muitos anos no setor com uso sub-terapéutico, tendo
como o principal efeito a melhora no desempenho, porém com o risco de selecionar
bactérias super-resistentes nocivas a saude humana, o que levou a busca por
alternativas mais seguras (PANDOLFI, 2020).
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2.2. Microbiota intestinal do frango de corte e sua importancia na

produtividade

O sistema digestorio das aves é composto basicamente pelo bico, papo,
proventriculo, moela, intestino delgado, intestino grosso e glandulas anexas
(ARTONI et al.,, 2014), todos contendo populagcdes microbianas complexas e
variadas e podendo conter bactérias, fungos, archaeas, protozoarios e virus.

Nesta microbiota predominam populagdes bacterianas de Clostridium,
Lactobacillus, Eubacterium, Bacteroides, Escherichia coli, Prevotella, Selenomonas,
Streptococcus, Megasphaera, Fusobacterium, e Bifidobacterium, tendo sua
concentracdo variada de acordo com a dieta, respostas imunes do hospedeiro e das
substancias produzidas por esse complexo microbiolégico (IQBAL et al., 2020).

A microbiota intestinal € um grande sistema vivo e em equilibrio, denso e
rico em diversidade de espécies, podendo conter mais de 30 géneros e mais de 600
espécies de bactérias em um organismo saudavel, variando de uma concentracao
de 103 a 10** UFC (unidades formadoras de col6nia) / grama de contetdo intestinal
(MENTEN et. al, 2014; SMITH, 1965; TOROK et al., 2011).

Tanto bactérias associadas a aumento da produtividade, chamadas de
benéficas, quanto daquelas associadas a problemas de saude, chamadas de
patogénicas, habitam o sistema digestério de aves saudaveis (MENTEN et. al,
2014). Mais de 85% desta populacdo € composta por bactérias Gram-positivas
benéficas que dominam e mantém um equilibrio dinAmico das demais espécies
(IQBAL et al., 2020; SUGIHARTO, 2016).

Este equilibrio, chamado de eubiose, é responsavel por uma boa digestéo e
absorcdo de nutrientes, desenvolvimento estrutural do intestino, estimulo ao sistema
imune e, consequentemente, resisténcia a doengas. A comunidade microbiana distal
(ceco e colon), por exemplo, pode atuar na liberacdo de vitaminas (vitamina K e
vitaminas do complexo B), aminoacidos e acidos graxos de cadeia curta (acido
acético, butirico e propionico), do alimento ndo digerido nas demais por¢cdes do
intestino, que podem se tornar disponiveis para o animal (ABDELLI; SOLA-ORIOL;
PEREZ, 2021).

Outro exemplo de beneficios da eubiose é a liberacdo de acidos graxos
volateis, oriundos da fermentacao realizada por algumas bactérias, que promovem

uma acéo bacteriostatica, eliminando bactérias patogénicas como a Samonella spp.
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e fornece energia que estimula a proliferacdo de células epiteliais intestinais,
melhorando a superficie de absorcdo intestinal na porcdo final do intestino
(ABDELLI; SOLA-ORIOL; PEREZ, 2021; DIBNER; RICHARDS, 2005; RICKE, 2003).

Quando acontece qualquer mudanca na composicdo populacional da
microbiota, seja ela qualitativa ou quantitativa, o resultado € uma disbiose, levando a
um prejuizo na digestdo e absorcdo de nutrientes quando ha o aumento de micro-
organismos indesejaveis (IQBAL et al., 2020).

Em desequilibrio, a populagdo microbiana intestinal pode se tornar
patogénica e causar doencas prejudiciais para as aves. Sendo que a populacédo de
bactérias benéficas pode agir via exclusdo competitiva, competicdo por sitios de
ligacdo, estimulo do sistema imunoldgico ou producdo de antibiéticos proprios, na
eliminacdo e controle da proliferagdo de micro-organismos patogénicos, prevenindo
algumas doencas intestinais, tais como as doencas causadas por Clostridium
perfringens, Escherichia coli e Salmonella spp. (MENTEN et al., 2014).

A regulacéo da fungao intestinal depende da estabilidade da microbiota bem
como da digestédo e absorcéo de nutrientes, estado imunologico eficaz, estruturacao
da mucosa intestinal, funcdo neuroenddcrina e motora do intestino (ABDELLI;
SOLA-ORIOL; PEREZ, 2021; CELI et al., 2017). Fatores tais como o clima, idade,
genética e condicdes de estresse podem afetar a composi¢cdo da microbiota, porém
o fator mais relevante é a composicdo da dieta, que proporciona substrato para o
crescimento e proliferagcdo de micro-organismos (DIAZ CARRASCO; CASANOVA,;
FERNANDEZ MIYAKAWA, 2019).

A composicao da dieta (ingredientes, nutrientes e aditivos), bem como seus
atributos fisicos e tamanho de particulas, podem afetar o funcionamento do trato
gastrointestinal por meio, principalmente, da modulacao do sistema imunolégico e da
microbiota intestinal (ABDELLI; SOLA-ORIOL; PEREZ, 2021).

Além disso, alguns tipos de fibras alimentares, inibidores de tripsina, fitato,
lectinas, proteinas ndo-digeridas, bem como micotoxinas, podem gerar um processo
inflamatorio, afetando a integridade estrutural e funcional do intestino, em
contrapartida, aditivos fitobibticos, acidos organicos, enzimas, prebidticos e
probidticos, alimentos nutracéuticos podem modular a microbiota selecionando a
melhor composi¢cdo populacional e levando a um melhor aproveitamento de
nutrientes, melhor desempenho e promocéo da salde (ABDELLI; SOLA-ORIOL;
PEREZ, 2021).
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Ademais, alguns tipos de alimentos nao-digeridos, bem como micotoxinas,
podem gerar um processo inflamatorio, afetando a integridade estrutural e funcional
do intestino, em contrapartida, alguns aditivos como os acidos organicos podem
modular a microbiota selecionando a melhor composi¢cao populacional e levando a
um melhor aproveitamento de nutrientes, melhor desempenho e promocédo da saude
(ABDELLI; SOLA-ORIOL; PEREZ, 2021).

O bom funcionamento do trato gastrointestinal depende também da
manutencdo de uma barreira fisica de comunidades microbianas complexas
densamente povoadas que agem contra patdgenos, promovem protecdo e aporte
nutricional ao animal, podendo até mesmo estimular o desenvolvimento do sistema
imunolégico da monocamada epitelial, formando uma barreira protetora entre o
contetdo intestinal e a superficie de absorgéo intestinal (ABDELLI; SOLA-ORIOL;
PEREZ, 2021).

2.3. Uso de antibiéticos na produgao animal

O primeiro antibidtico a ser descoberto foi a penicilina em 1928 por
Alexander Fleming. Enquanto realizava pesquisas com Staphylococcus sp.,
observou contaminacao fungica em uma das placas e que ao redor do mofo se
formava uma area transparente, em que ndo havia proliferacdo bacteriana,
indicando que o organismo produzia substancias anti-bacterianas. Posteriormente o
fungo foi identificado, como pertecente ao género Penicillium, a substancia foi
chamada de penicilina e seu uso em humanos foi estudado, sendo a partir de 1940
produzida em escala industrial, gerando grande impacto na medicina mundial
(GAYNES, 2017).

Em meados de 1946, apds a Segunda Guerra Mundial, os antibioticos foram
introduzidos na alimentacdo animal com o objetivo de melhorar a sanidade dos
plantéis de aves, no entanto também foi observado grande efeito no desempenho
(MENTEN et al., 2014), sendo a sulfasuxidina e estreptomicina 0s principais
utilizados. Com o aumento populacional no pos guerra, foram realizados estudos na
area de nutricdo animal com o objetivo de intensificar a producdo e reduzir os
custos, tais como o uso de aditivos e entre eles os melhoradores de desempenho
antimicrobianos (KIRCHHELLE, 2020).
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Os antibioticos podem desempenhar diferentes fungbes de acordo com sua
finalidade e modo de acdo, podendo atuar no tratamento direto de doencas (uso
terapeutico), na prevencdo de doencas (metafilaxia), pode agir no controle da
inflamag&o intestinal, melhorar a absor¢do de nutrientes e ter efeito como
melhorador de desempenho (MENTEN, 2014; POOLE; SHEFFIELD, 2013;
TARRADAS et al., 2020).

Como efeitos de interesse zootécnico do uso de antibidticos como
promotores de crescimento destacam-se o aumento da eficiéncia na utilizacdo dos
alimentos, reducdo dos disturbios intestinais e melhora do desempenho animal e
modulacdo da microbiota intestinal, associado a isso tem-se a reducao de perdas
fecais, bem como do impacto ambiental e redugdo dos custos de producéo
(MENTEN et al., 2014).

Houve nos ultimos anos o0 surgimento de cepas de micro-organismos
extremamente resistentes a antibiéticos que, segundo Fleming-Dutra et al. (2016),
se originaram do uso indiscriminado de antibiéticos na medicina por indicacdes
desnecessarias, venda sem prescricdo médica e também pelo uso na agropecuéaria.
A agropecuaria é responsavel pelo maior consumo de antibidticos em toneladas,
perfazendo 63 a 240 mil toneladas anuais, utilizadas como promotores de
crescimento, como uso preventivo e para tratar infec¢cdes (GRACE, 2015; LANDERS
et al., 2012; VENTOLA, 2015).

Os antibiéticos melhoradores de desempenho sdo utilizados em doses
subterapéuticas na alimentacdo dos animais com o objetivo de inibir o crescimento
de bactérias patogénicas, assim promovendo o crescimento de bactérias benéficas,
tendo efeito anti-inflamatério, de melhora na digestibilidade de gorduras, melhorando
a absorcdo de energia, e supressdo do quérum bacteriano, alterando positivamente
a conversao alimentar (BROOM, 2017; MENTEN, 2014).

A chegada de preocupacdes sobre sustentabilidade, seguranca alimentar e
bem-estar animal ao mercado consumidor levou a uma maior pressdo em prol de
modificacdes na cadeia de producdo de alimentos de origem animal, como a
proibicdo de antibidticos como promotores de crescimento, realizada pela Unido
Europeia em 2006, com base no principio de precaucéo (SMITH, 2006).

Essa preocupacdo com a resisténcia a antibioticos levou outros paises a
buscar restricbes no seu uso para promotores de crescimento, principalmente

pensando do conceito de saude Unica, englobando saude animal, humana e do meio
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ambiente. O Brasil proibiu em 2016 em todo territério nacional a importacdo e
fabricacdo do sulfato de colistina que era usado como melhorador de desempenho
(BRASIL, 2016). Em 2018 os antibidticos tilosina, lincomicina, virginiamicina,
bacitracina e tiamulina foram proibidos de serem utilizados com a finalidade de
melhoradores de desempenho (BRASIL, 2018).

Em contrapartida a demanda do mercado consumidor para a proibicdo do
uso de antibiéticos como promotores de crescimento surgem consequéncias como
perdas econdmicas, chegando até 20% a mais no custo de producgdo, pela
diminuicdo da eficiéncia na absorcédo de nutrientes, aumento do uso de antibioticos
com fins terapéuticos e de alternativas para controle de doencas subclinicas
(MENTEN, 2014; SMITH, 2011).

Todo esse cenério levou a adocdo de estudos, por parte da industria e
instituicbes de pesquisa, em busca da substituicdo parcial ou total dos antibiéticos
como melhoradores de desempenho, focados na melhora da absor¢cdo dos
nutrientes, melhoria do manejo e condicdo sanitaria dos plantéis e salde intestinal

através da modulagéo da populacdo microbiana.

2.4. Uso de aditivos nutricionais substitutos aos antibidticos na avicultura

de corte

Com a incorporacdo de novas tecnologias ao setor avicola, tem-se buscado
a otimizacdo da produtividade para alcancar melhores indices econdmicos e
produzirem-se alimentos mais seguros e saudaveis para o mercado consumidor
(SANTOS, 2005). Dentre os avancgos tecnoldgicos que alavancaram a avicultura,
pode-se destacar 0os avancos em genética, sanidade e nutricdo animal, com 0 uso
de diversas estratégias nutricionais e novos produtos adicionados as dietas com o
objetivo de melhorar a produtividade, principalmente, por meio da melhoria da saude
intestinal das aves.

O uso de aditivos nutricionais como probiéticos, prebioticos, bacteriocinas,
peptideos com acgdo antimicrobiana, bacteriéfagos, enzimas, acidos organicos,
minerais, fitoterqpicos e formulagdes nano-tecnoldgicas que permitam uma melhor
acdo dos aditivos em um determinado alvo especifico, sdo exemplos de substitutos
dos antimicrobianos em uma nova era produtiva (MENTEN et al., 2014; SANTOS,
2005).



19

Dentre esses produtos alternativos destacam-se o0 uso de acidos organicos e
compostos biologicamente ativos, chamados de bioflavonoides ou polifendis, como
promotores de desempenho e moduladores de microbiota intestinal em aves. Alguns
beneficios foram observados com o uso de &cidos organicos na funcdo de
modulador da microbiota no trato intestinal e melhoria na renovacdo do epitelio
intestinal, devido a reducao da proliferacdo de bactérias patogénicas (MENTEN et
al., 2014).

2.5. Acidos organicos na nutricdo animal

Os &cidos organicos fazem parte do organismo de plantas e animais
naturalmente, sendo formados por processos metabdlicos ou pela fermentacéo
microbiologica no trato intestinal (MENTEN et al., 2014). A definicdo de acido
organico € qualquer substancia quimica com estrutura geral R-COOH e com
propriedades acidas (KIM et al., 2015).

Nem todos os acidos organicos tém acao antimicrobiana, sendo os acidos
graxos de cadeia curta (C1-C7) mais utilizados na alimentacdo de aves com esta
finalidade (MENTEN et al., 2014). Os monocarboxilicos como o férmico (C1), acético
(C2), propibnico (C3), butirico (C4) e outros acidos carboxilicos como o lactico,
malico, tartarico, acido citrico, fumarico e sérbico possuem propriedades fisicas e
quimicas benéficas as dietas de aves (DIBNER; BUTTIN, 2002).

Os acidos organicos promovem a modulagdo da microbiota intestinal de
diversas formas, diretas e indiretas. O principal modo de ac¢do dos acidos organicos
€ na sua forma ndo dissociada, lipossolivel, que atravessa a membrana das
bactérias e altera todo o metabolismo bacteriano, levando a célula a morte, outros
mecanismos indiretos como acidificacdo do meio e nutricdo energética dos
enterdcitos também sao fatores relevantes na melhora da saude intestinal (AHSAN
et al., 2016).

2.5.1. Caracteristicas quimicas dos acidos organicos

Os acidos tém a caracteristica quimica de serem doadores de prétons,

enquanto que as bases séo receptoras; o conjunto de ambos pode ser chamado de
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par acido-base conjugado (LEHNINGER, 1993). Em sistemas biolégicos € comum a
presenca de acidos e bases fracas, que nao ionizam completamente quando
dissolvidos em &gua, tendo papel importante na regulacdo do metabolismo e acfes
enziméticas (MENTEN et al., 2014).

A constante de dissociacdo (pKa) € utilizada para medir a capacidade de
cada acido que esta protonado (ndo dissociada) de liberar protons, ou seja, sua
forca relativa de dissociacdo. Através de uma curva de titulacdo é possivel
determinar o pKa de uma determinada solucdo. Esse procedimento leva em
consideracao a titulacdo do acido com uma base forte, normalmente hidroxido de
sédio (NaOH), adicionado em pequenas gquantidades até o acido ser consumido
(neutralizado). A concentracdo do acido entdo pode ser calculada pelo volume e
concentracdo de NaOH adicionado, e, ao plotar o pH medido contra a quantidade de
NaOH, tem-se a curva de titulagdo do acido (MENTEN, et al. 2014).

Pode-se determinar, por meio da equacdo de Henderson-Hasselbach, a
relagdo entre o pH e acdo tamponante de uma mistura entre um acido fraco e sua
base conjugada, assim como o pKa do acido, por meio de curvas conhecidas de
titulacdo de todos os acidos fracos, acessada por essa equacdo. Sabe-se, entao,
gue o pKa de acido fraco é igual ao pH da solucdo no ponto de equivaléncia da
titulacdo. Pela equacdo de Henderson-Hasselbach também é possivel determinar o
pKa de qualquer acido a partir da relacdo molar entre os compostos doadores e
receptores de prétons em determinado pH (MENTEN et al., 2014).

A constante de dissociacdo (pKa), definida no pH em que 50% do composto
estd dissociado, descreve o efeito dos acidos organicos na reducdo do pH e da
atividade antimicrobiana que varia em funcdo do padréo de dissociacdo de cada
acido, assim como do pH do trato gastrointestinal (KIM et al., 2015). Quanto mais
baixo o pKa mais forte o acido e sua capacidade de reduzir o pH do meio e alterar a
dindmica da populacdo microbiolégica intestinal. Os &cidos utilizados como aditivos
na alimentacdo animal tém pKa entre 3 e 5, sendo classificados como &cidos fracos.
Estes valores podem ser observados para os principais acidos organicos na Tabela
1.
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Tabela 1 - Acidos organicos - nomenclatura e propriedades fisicas

Ponto Ponto Solubilidade
Estrutura Quimica Nome Fusdo  Ebulicao Agua pKa
Oficial Comum (°C) (°C) 25°C (g/100mL)

CHsCOzH Etanoico Acético 16,6 118 0 4,75
CH3CH2CO2H Propanoico Propibnico -21 141 0 4,87
CH3(CH2)2.COzH Butanoico Butirico -6 164 8 4,81
CHs (CH2)3CO0zH Pentanico Valérico -34 187 4,97 4,82
CHz3(CH2)4CO02H Hexanoico Caproico -3 205 1,08 4,84
CHs (CH2)6CO:zH Octanoico Caprilico 16 239 0,07 4,89
CH3(CH2)8CO:zH Decanoico Céprico 31 269 0,015 4,84
CH3(CH2)10CO2H Dodecanoico Laurico 44 179 -0,006 53

Adaptado de Solomons e Fryhle (2002) e Menten et al. (2014)

2.5.2. Acidos organicos e seus sais como aditivos na nutricdo animal

Os acidos organicos possuem funcdes diversas no organismo, podendo ter
efeito flavorizante, alterando a funcionalidade de algumas enzimas e na motilidade
gastrica, podendo gerar a sensacdo de saciedade (RAVINDRAN; KORNEGAY,
1993); podem ser fontes energéticas e estimulantes de reacdes metabdlicas,
aumentando a digestibilidade de nutrientes e alterando positivamente a morfologia
intestinal (PARTANEN, 1999); tém acdo direta na inibicdo do crescimento
bacteriano, sendo utilizados na conservagéao de alimentos, sanitizante de alimentos
e melhorador de desempenho em dietas animais (MENTEN et al., 2014). Outra
caracteristica de suma importancia na acdo dos acidos organicos é a formacéo de
guelatos, estruturas anelares com ions metalicos que previnem a reacdo dos ions
metélicos e outros nutrientes, aumentando a digestibilidade e retengcdo dos mesmos
(ADAMS et al., 1999)

Os acidos organicos estéo entre os principais candidatos para a substituicdo
de antibiéticos como promotores de crescimento na nutricdo animal com o objetivo
de que se tenham resultados semelhantes, porém sem a criacdo de micro-
organismos resistentes. A agdo desses acidificantes acontece nas regides proximais
do trato intestinal, especificamente no jejuno e acontece basicamente por duas vias:
direta e indireta (MENTEN et al., 2014).
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Atualmente o modo de acéo principal dos acidos organicos é na sua forma
nao dissociada, que sado lipossolaveis e podem atravessar a membrana celular das
bactérias. Internamente na célula o 4cido sofre dissociacdo e causa alteracao no pH
citoplasmatico, alterando negativamente o metabolismo celular, na troca de
nutrientes com o0 meio externo e interferindo no sistema de transporte de
aminoacidos e fosfatos, bem como na acdo de algumas enzimas (BOOTH, 1985;
MENTEN et al., 2014; RUSSELL, 1992; AHSAN, 2016).

Essa alteracdo pode ser negativa para a célula também do ponto de vista
osmotico, pois terd que usar mecanismos de controle osmotico para compensar as
cargas elétricas liberadas pela dissociacdo do acido, aumentando a pressao
osmotica e causando rompimento celular. (HELLWEG, 2006; MENTEN, 2014).

A ocorréncia desse modo de acado esta relacionada basicamente a acédo de
acidos fracos, ja que em acidos fortes a maior parte da substancia se dissocia e nao
consegue penetrar na membrana celular bacteriana, estando também relacionada
com o tamanho das moléculas, sendo as moléculas pequenas e lipofilicas mais
eficientes (AHSAN et al., 2016).

A capacidade do acido organico nao dissociado de inibir o crescimento
bacteriano esta, primeiramente, relacionada com a capacidade da molécula de
atravessar a parede e a membrana celular da bactéria e em seguida com a
toxicidade do anion dissociado no citoplasma para determinado micro-organismo.
Essa capacidade recebe o nome de concentragdo minima inibitéria (CMI) para cada
micro-organismo que ja é conhecida para alguns acidos comumente utilizados na
alimentacdo animal e é expressa em mMol, em geral muito abaixo das
concentragbes minimas da maioria dos antibidticos (MENTEN et al., 2014,
OSTLING; LINDGREN, 1993). Na Tabela 2 é possivel observar CMI para diferentes
acidos e diferentes micro-organismos normalmente patogénicos para 0s animais

domésticos.
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Tabela 2 - Concentracdo minima inibitoria (mMol) de acidos orgéanicos nao

dissociados para o crescimento de enterobactérias em condicdes aerObias e

anaeroébias
Acido Latico Acido Acético Acido Férmico
Aerébio  Anaerébio Aerébio  Anaerdébio Aerébio Anaer6bio

Enterobacter aglomerans 7 6 4 2 0,7 0,7
Escherichia coli 7 4 8 6 0,9 1
Rahnella aquatilis 7 5 8 7 1,1 1
Serratia fontiola 8 6 7 3 0,9 0,8
Hafnia Alvei 8 7 9 9 0,9 1.2
Salmonella typhimurium 7 4 9 5 0,8 0,8
Versinia enterocolitica 6 4 6 4 0,7 0,5

Adaptado de (OSTLING; LINDGREN, 1993)

Além dos fatores, mencionados anteriormente, a taxa de eliminacdo
bacteriana pelos acidos depende de aspecto relacionado ao tipo de &cido, tempo de
exposicdo e temperatura do ambiente intestinal. Existem concentracdes minimas
definidas para a acdo de cada acido e geralmente bactérias Gram-negativas sao
sensiveis a acidos com menos de 8 carbonos enquanto Gram-positivas séo
sensiveis a acidos de cadeia longa (MENTEN et al., 2014; PARTANEN, 2001;
STRAUSS; HAYLER, 2001).

O efeito dos &cidos organicos no controle de proliferacdo bacteriana pode
também acontecer de modo indireto pela reducéo do pH do meio pela acdo da forma
dissociada do acido, assim como fornecer energia para os enterocitos e favorecer o
seu desenvolvimento, além de efeitos sobre a melhora da imunidade e diminuicao
da inflamagéo intestinal (AHSAN et al., 2016).

A proliferacdo de micro-organismos patogénicos como E. coli, C. perfringens
e Salmonella spp. é reduzida quando se acidifica o0 meio para pH abaixo de 5, isso
também cria uma barreira contra a migracdo de micro-organismos oportunistas do
ileo e do intestino grosso para as porc¢des proximais do intestino, local em que
ocorre a maior parte da absorgéo de nutrientes (MENTEN et al., 2014).

A diminuicdo da proliferacdo de bactérias no intestino e a reducdo da
atividade microbiana causada pela agédo dos acidos orgéanicos ajuda o metabolismo
do animal hospedeiro, reduzindo a concentracdo de amonia, aminas e toxinas,

produzidas por micro-organismos que podem alterar as funcdes epiteliais ou
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produzirem toxinas ao se ligarem a receptores especificos na parede intestinal
(MENTEN et al., 2014).

O metabolismo dos acidos organicos pelo animal acontece primeiramente
pela difusdo passiva para o interior da célula epitelial pelo gradiente eletroquimico
favoravel. O pH do trato digestivo varia de 2,5 a 8, sendo mais acido na regiao da
moela e mais alcalino no final do intestino; nessa faixa de pH a maioria dos acidos
de cadeia curta esta na forma dissociada e néo tera efeito sobre a microbiota, porém
proximo a superficie da parede intestinal forma-se um microambiente &cido que
torna a difusdo possivel. ApOGs entrarem na célula os &acidos organicos séo
metabolizados pelo ciclo dos acidos carboxilicos a CO2 e agua, produzindo cerca de
10 a 27 moles de ATP (MENTEN et al., 2014).

NGUYEN et al. (2018) encontraram melhoria linear no ganho de peso e
conversdo alimentar de frangos de corte criados de 1 a 35 dias quando
suplementados com niveis crescentes (0,02%, 0,03%, 0,04%, 0,05% e 0,06%) de
um blend de acidos orgéanicos (17% de &cido fumarico, 13% de acido citrico, 10% de
acido mélico) e 1,2% de &cidos graxos de cadeia média (acido céprico e caprilico).
Resultados semelhantes foram observados por Bagal et al. (2016) com o uso de 1%
de &cido citrico nas dietas, obtendo melhoria significativa no ganho de peso quando

comparado ao tratamento controle.

2.6. Mosto de tangerina (Citrus reticulata) e seus flavonoides

Conhecida popularmente como tangerina a Citrus reticulata é uma fruta
citrica pertencente a familia Rutaceae, possui alto teor de acucar, compostos
fendlicos, 6leos essenciais e baixa acidez. Essa fruta é produzida com facilidade de
areas tropicais e subtropicais. O mosto de tangerina € utilizado para fazer bebidas
fermentadas, e é rico em flavonoides e acidos fendlicos como a hesperidina,
nobiletina, rutina, quercetina e narigina, sendo a hesperidina o flavondide mais
abundante na fruta e principalmente na casca (WANG et al., 2019). Utilizado na
medicina chinesa, o0 extrato de tangerina é conhecido pelo seu efeito anti-
inflamatorio, antioxidante e bactericida, sendo usado como composto natural para
tratar diversas doencas (JIANG et al., 2016).

Além disso, em um estudo feito por Jiang et al. (2016), o uso da casca seca

de tangerina proporcionou um aumento linear no peso vivo de frangos de corte,
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aumentando também o consumo de racdo durante o periodo inicial; esses efeitos

foram associados ao flavonoide hesperidina presente na casca seca de tangerina.

2.6.1. Flavonoides e suas propriedades

Organismos vegetais produzem compostos secundarios com propriedades
antimicrobianas para sua propria protecao, em caso de doencas, lesoes fisicas e até
mesmo no caso de predacdo por animais. Estes compostos sao produzidos em
condicdes especificas como a de entrada de micro-organismos patogénicos ou em
locais em que é exigida maior protecdo, como por exemplo, em frutos e sementes
(ERB; KLIEBENSTEIN, 2020)

Os polifendis sdo um grupo dessas substancias protetoras, sendo que mais
de 8.000 compostos fendlicos ja foram descobertos e estudados pela ciéncia, sendo
categorizados de varias maneiras, mas principalmente pela sua estrutura quimica.
Pode ser feita a classificagdo dos polifendis em trés principais grupos: acidos
fendlicos, flavonoides e estilibenos; além disso, existem polifendis fora dessa
classificacdo, que possuem estrutura mais simples e sao sollveis em &gua.
(SCICUTELLA et al., 2021; TSAO, 2010)

Enquanto que os &cidos fendlicos sdo constituidos por um anel benzénico
simples e geralmente estéo ligados as paredes das células vegetais, os flavonoides
possuem a maior diversidade de polifendis com mais de 5.000 moléculas diferentes
(Figura 1), sendo caracterizados por dois anéis aromaticos ligados por uma ponte de
trés carbonos (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006; BASHEER; KEREM,
2015). Os flavonoides podem ser classificados em diversos subgrupos:
neoflavondides, isoflavonoides, flavonas, flavanois, flavanonas e antocianidinas
(SCICUTELLA et al., 2021). Os estilibenos, terceiro grupo de polifendis, séo
compostos por dois anéis aromaticos sem pontes de carbono (CROZIER;
JAGANATH, INDU B. CLIFFORD, 2006).
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Figura 1. Exemplos de polifendis aplicados como antimicrobianos (SCICUTELLA et
al., 2021).

2.6.2. Atividade antimicrobiana dos flavonoides

Os flavonoides sdo compostos aromaticos que possuem uma cadeia de
anéis de benzeno (A e B) ligados por um anel C de pirona, que podem agir como
moduladores da microbiota intestinal. A propriedade de modulagdo da microbiota
desses compostos deve-se aos seus metabdlitos biologicamente ativos, derivados
da clivagem do anel C, desmetilacdo e desidroxilacdo realizadas pelas bactérias
(IQBAL et al., 2020).

Os compostos fendlicos também podem se ligar a proteinas extracelulares
soliveis como hidrolases, oxidorredutases, DNA sintetases, RNA polimerases,
fosfatases, proteinas fosfoquinases, oxigenases e aminoacidos oxidases ou paredes
celulares de bactérias, destruindo a membrana e também inibindo a replicacdo do
DNA em bactérias Gram+ ou Gram- (SCICUTELLA et al., 2021).

A acéo dos flavonoides como aditivos nutricionais pode ser considerada uma
via de méo dupla, pois enquanto as bactérias fazem a transformacéo dos polifendis

em metabolitos mais simples, o0 mesmo processo interfere no crescimento e a
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populacdo da microbiota intestinal, alterando suas atividades metabdlicas (IQBAL et
al., 2020).

Apesar do efeito bactericida, os flavonoides podem exercer uma funcao
antinutricional no organismo dos animais. Como estes compostos tém a funcao de
protecdo contra predacdo nas plantas, eles podem se ligar a proteinas e enzimas e
prejudicar o consumo, digestibilidade e absorcdo de nutrientes. Por isso o nivel
correto de inclusdo, conhecimento do método de acdo e a interagdo sinérgica
desses compostos com outros aditivos devem ser estudados para que o efeito de
seu uso seja benéfico para o sistema (SCICUTELLA et al., 2021).

2.6.3. Hesperidina e outros flavonoides como aditivos nutricionais

Classificada como uma flavonona, ou seja, flavonoide que possui um
esqueleto 2,3-dihidro-2-fenilcromo-4-ona, a hesperidina (Figura 2) esta presente em
frutas citricas, sendo o0 mais abundante na tangerina (Citrus reticulata) e possui acao
antimicrobiana. As enzimas bacterianas fazem a liberacdo de agliconas a partir de
flavononas como a hesperidina, que por sua vez sdo transformadas em acidos
fendlicos como o acido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propiénico (acido diidroferulico) que
pode ter efeito bactericida. Micro-organismos como E. ramulus e espécies de

Clostridium séo capazes de realizar tais processos (IQBAL et al., 2020).
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Figura 2. Estrutura molecular das flavononas hesperidina e naringina (VICTOR et
al., 2020).

Segundo Goliomytis et al. (2015) a suplementacdo com as flavanonas
naringina (0,75 g/kg e 1,5 g/kg) e hesperidina (0,75 g/kg e 1,5 g/kg) na dieta também

melhoraram as propriedades antioxidantes da carne, sem prejudicar o desempenho
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de frangos de corte. Além disso a inclusédo de 2% de casca de laranja desidrata por
Vlaicu et al. (2020) aumentou significativamente o ganho de peso de frangos de
corte, pela alta presenca de flavononas nesse subproduto. SIMITZIS et al. (2011)
nao encontraram diferencas de desempenho entre o tratamento controle e a
suplementacao de hesperidina (0,15 g/kg e 0,30 g/kg) na dieta de frangos de corte.

A inclusdo extrato de semente uva (7,2 g/kg) e concentrado de bagaco de
uva (60 g/kg), ambos ricos em flavonoides, ndo melhorou a converséo alimentar e
ganho de peso em frangos de corte, mas teve efeitos na morfologia intestinal e
funcionalidade do intestino delgado (VIVEROS et al., 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais realizados neste trabalho foram aprovados
pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura Luiz
de Queiroz, da Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba/SP, Brasil, numero do
protocolo CEUA n° 5147020222.

3.1. Animais e instalacdes

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura, do Departamento de
Zootecnia, da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ/USP) em um
galpdo convencional de boxes de piso. Cada boxe possuia aquecimento
(campéanulas elétricas), comedouros tubulares (infantil e adulto), bebedouro tipo
nipple e cama reutilizada composta por casca de arroz e maravalha. A ventilacao
(ventiladores e nebulizadores) era automatica. O programa de luz, temperatura do

galpao e préticas de manejo foram realizados de acordo com 0 manual da linhagem.

Figura 3. Galpéo experimental do Setor de Avicultura da ESALQ/USP
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Para a realizacdo do experimento foram utilizados 1400 pintos de corte
machos da linhagem Cobb com 1 dia de vida, provenientes de um incubatério
comercial e de matrizes com 51 semanas de vida, vacinados no incubatério contra a

Doenca de Marek e Bronquite Aviaria.

Figura 4. Recebimento dos pintos de 1 dia no inicio do experimento

A formacdo dos boxes foi realizada com uma padronizagdo dos pintos,
pesando-os individualmente e dividindo em 6 classes de peso, eliminando do
experimento animais das classes: muito leves ou muito pesados e distribuindo
igualmente as classes de peso em cada boxe, com objetivo de padronizar o peso
inicial e condicbes de competicdo. A formacdo das classes foi feita através da
pesagem individual prévia de uma amostra de 50 aves, determinando o peso médio,
minimo e maximo e realizando a formacéao de classes de peso. O peso médio inicial

individual foi de 47 gramas.
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Figura 5: Pesagem individual dos pintos para padronizagéo dos boxes.

As aves foram distribuidas em um delineamento em blocos casualizados
considerando cinco tratamentos e sete repeticdes que foram aleatorizadas dentro
dos blocos, totalizando 35 boxes, com 40 aves cada. Os animais de cada boxe
foram pesados semanalmente de 1 a 42 dias para obtencdo dos dados de ganho de
peso semanal, para tanto foi realizada a pesagem conjunta de todos os animais para
célculo posterior da média de peso. Para célculo do consumo de racao, foi realizada
a diferenca entre o fornecimento e a sobra em cada semana. Através da razdo entre
o consumo de racéo e ganho de peso calcula-se a conversdo alimentar.

A temperatura no galpdo foi controlada através do sistema automatico de
aguecedores elétricos, ventiladores e nebulizadores, além do manejo de cortinas
manual de acordo com a temperatura do dia. A temperatura maxima e minima foi
registrada diariamente com o auxilio de um termémetro analdgico. A Figura 6 mostra
as médias de temperatura registradas. A temperatura média no periodo inicial (1-21
dias) de 27,6 °C, periodo de crescimento (22-35 dias) de 26,3 °C e periodo final (36-
42 dias) 26,0 °C.
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Figura 6. Grafico de Temperatura durante o Periodo Experimental.

3.2. Aditivo e dietas experimentais

As dietas foram baseadas em milho e farelo de soja (Tabela 3) e formuladas
de acordo com as exigéncias nutricionais para frangos de corte machos de
desempenho regular conforme as Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos
(ROSTAGNO et al., 2017), todas isonutritivas e isoenergéticas, ou seja, 0s aditivos
foram adicionados a partir de uma dieta basal. As dietas continham fitase, mas eram
isentas de anticoccidiano e para completar o espaco deixado pelos diferentes niveis
de aditivo foi utilizado um inerte (caulim). A ragao foi fornecida ad-libitum, consistindo
em quatro dietas: de 0 a 7 dias (pré-inicial), 8 a 21 dias (inicial), 22 a 35 dias

(crescimento) e 36 a 42 dias (terminacao).
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Tabela 3. Composicado percentual das dietas experimentais, na matéria natural.

Ingredientes Unid. 0-7dias 8-21dias 22-35dias  36-42 dias
Milho moido % 48,25 50,56 57,28 63,52
Farelo de soja % 44,35 41,84 35,25 29,95
Oleo de soja % 3,73 4,35 4,62 4,18
Fosfato bicalcico % 1,35 1,02 0,83 0,44
Calcario calcitico % 1,01 0,94 0,81 0,78
Sal comum % 0,53 0,52 0,49 0,47
DL-metionina % 0,3325 0,3159 0,2730 0,2320
L-lisina.HCI % 0,1146 0,1255 0,1547 0,1712
Cloreto de colina % 0,0800 0,0800 0,0600 0,0400
Suplemento mineral*** % 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500
Suplemento vitaminico % 0,0500*  0,0500* 0,0400** 0,0400**
L-treonina % 0,0491 0,0466 0,0403 0,0293
Fitase % 0,0050 0,0050 0,0050 0,0050
Inerte/Aditivo**** % 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000

Composicao nutricional calculada

Energia Metabolizavel kcallkg 2975 3050 3150 3200
Proteina Bruta % 24,27 23,31 20,84 18,91
Célcio % 0,871 0,758 0,638 0,514
Fésforo Disponivel % 0,363 0,299 0,254 0,176
Sadio % 0,225 0,218 0,208 0,197
Lisina Digestivel % 1,307 1,256 1,124 1,014
Metionina + Cistina Digestivel % 0,967 0,929 0,832 0,750
Treonina Digestivel % 0,863 0,829 0,742 0,669

*Salus Premix de Vitaminas, fornecido por quilograma de dieta: Vitamina A, 8.500 Ul
Vitamina D3, 3.000 Ul; Vitamina E, 18 Ul; Vitamina K3, 2,5 mg; Vitamina B1, 2 mg;
Vitamina B2, 6 mg; Vitamina B6, 3 mg; Vitamina B12, 14 pg; Vitamina B5, 14 mg; Acido
Fdlico, 1,2 mg; Biotina, 0,08 mg E Selénio, 0,5 mg.

** Salus Premix de Vitaminas, fornecido por quilograma de dieta: Vitamina A, 6.800 Ul;
Vitamina D3, 2.400 Ul; Vitamina E, 14 Ul; Vitamina K3, 2,0 mg; Vitamina B1, 1,6 mg;
Vitamina B2, 4,8 G; Vitamina B6, 2,4 mg; Vitamina B12, 11 pg; Vitamina B5, 14 Mg; Acido
Fdlico, 1,0 mg; Biotina, 0,06 mg e Selénio, 0,4 mg.

***Salus Premix de Minerais, fornecido por quilograma de dieta: Manganés, 80 mg; Zinco,
70 mg; Ferro, 50 mg; Cobre, 10 mg e lodo, 1 mg.

****De acordo com cada tratamento (Tabela 4)

O aditivo utilizado é um produto comercial que consiste em um “blend” de
acidos organicos: acido fumarico (0.5%), acido latico (5.13%), acido citrico (5.44%) e
acido ascorbico (1.2%), além de mosto de tangerina rico em flavonoides (8,36%) e

veiculo (79,37%). A inclusdo do produto foi crescente nas dietas, com trés niveis,
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partindo de dieta basal + 250 mg/kg (A250), para dieta basal + 500 mg/kg (A500),
dose padrdao recomendada do produto pelo fabricante, e dieta basal + 1000 mg/kg
(A1000); também foram incluidos um tratamento controle positivo, dieta basal +
inclusdo de 10 mg/kg de enramicina como antibiotico melhorador de desempenho, e

um controle negativo sem aditivos (dieta basal).

Tabela 4. Inclusdo do Aditivo e Enramicina de acordo com cada tratamento

Ingredientes Un. A250 A500 A1000 CP CN
Inerte % 0,0750 0,0500 0,0000 0,0875 0,1000
Aditivo % 0,0250 0,0500 0,1000 0,0000 0,0000
Enramicina 8% % 0,0000 0,0000 0,0000 0,0125 0,0000

Tabela 5. Inclusdo dos componentes do em porcentagem em cada uma das dietas

Inclusdo nas Dietas (mg/kg)

Componente %

A250 A500 A1000
Acido fumarico 0,5 1 3 5
Acido latico 5,13 13 26 51
Acido citrico 5,44 14 27 54
Acido ascorbico 1,2 3 6 12
Mosto de tangerina 8,36 21 42 84
Veiculo (c. s. p.) 79,37 198 397 794
Total 100 250 500 1000

3.3. Medi¢bes e métodos de analise

Para mensurar o desempenho dos animais foram realizadas pesagens
semanais das aves de cada boxe de 1 a 42 dias, e obtendo-se o Ganho de Peso
(GP) de cada semana, através da média de peso das aves de cada boxe. A racéo foi
pesada semanalmente antes e depois da oferta para se obter os dados de Consumo
Individual de Ragéo (CR), também através da média de consumo de cada boxe. A
conversao alimentar (CA) foi obtida da razdo entre o CR e 0 GP para cada boxe.

As variaveis acumuladas foram calculadas a partir da soma dos valores de
GP, CR para cada fase: 1-21 dias, 1-35 dias e 1-42 dias (final). Para CA foi realizado
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o calculo a partir de GP e CR de cada periodo. A viabilidade em cada periodo
também foi calculada considerando nimero de animais no comeco e no final de
cada semana. No 42° de idade das aves um animal de cada boxe foi eutanasiado
por meio de deslocamento cervical, sem jejum prévio, para coleta de conteudo
intestinal da regido do jejuno para analise da microbiota. Ademais, uma secc¢ao da
mesma regiao foi para analise de morfologia e morfometria realizado no laboratério
da Avicultura Integral e Patologia Animal (AVIPA) em Campinas-SP.

Para avaliagdo morfolégica e morfométrica do intestino foi adaptada da
metodologia ISI em processo de patente (INPI BR 1020150036019) descrita por
(KRAIESKI et al., 2017). Foram realizadas pelo laboratério, segundo a metodologia
ISI a analise de morfometria em que as amostras foram incluidas em parafina e
cortes de 5 ym foram montados em laminas e corados com hematoxilina e eosina
mais Alcian Blue; foi avaliada uma lamina por ave e as vilosidades foram divididas
em fundidas e normais. Dez vilosidades intestinais e dez criptas por lamina foram
avaliadas proporcionalmente a distribuicdo morfolégica (fundida e normal), em
objetiva de 10X (ou de 40X, caso houvesse necessidade de conferir alteracdes) de
um microscoépio optico.

Nesta metodologia, é realizada uma avaliacdo morfologia com base em
alteracdes ou lesdes na mucosa intestinal, que recebem um escore de 0 a 3, em que
0 é a auséncia de alteracdo e 3 é a alteracdo grave. Cada alteracdo recebe um Fator
de Impacto (FI) para a funcdo do 6rgdo que varia de 1 a 3, em que 3 é 0 mais
impactante. Para a avaliacdo do jejuno foram considerados Infiltrados Inflamatorios
(FI=3), Congestdo (FI=3), Descamacdo (FI=2), Coccidiose (FI=3), Grumos
bacterianos (FI=3), Bastonetes (FI=3), Criptas Cisticas (FI=3), Muco (FI=1), Necrose
(FI=3) e Edema (FI=2). A somatoria dos escores multiplicados pelos seus FI gerou
uma nota geral para a morfologia do intestino.

Para microbiota foram avaliados através de plaqueamento do contetdo
jejunal a contagem de UFC/g (Unidades Formadoras de Colonia) de mesdfilos e
enterobactérias; apos a contagem foi aplicado o logaritmo dos valores observados

na base 10 para a realizacdo das analises estatisticas.

3.4. Andlise estatistica
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Os dados de desempenho foram submetidos ao teste de ANOVA pelo
PROC MIXED do SAS 9.4 (SAS, 2013) em que o fator bloco foi considerado como
efeito aleatério, enquanto os demais foram considerados efeitos fixos no modelo.
Quando foi verificado um efeito significativo, as varidveis foram submetidas a uma
comparacao de médias pelo teste de Tukey-Kramer considerando um alfa de 5% de

significancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Desempenho

Os resultados de desempenho do experimento podem ser observados na
Tabela 6. A inclusdo do Aditivo (A250, A500, A1000) e do Antibiético (CP) na
primeira semana do experimento (1-7 dias) ndo acarretou diferencas significativas
para nenhum dos parametros de desempenho avaliados (p>0,05). A média geral de
ganho de peso (GP) nesse periodo foi de 146 g, peso vivo foi de 192 g, 0 consumo
médio (CR) foi de 138 g e a conversao alimentar foi de 0,949.

O ganho de peso (GP) e o peso vivo (PV) das aves nas semanas de 8-14
dias e 15-21 dias para o tratamento CP foi superior (p<0,0001) aos demais
tratamentos, assim como no periodo de total de 1-21 dias, indicando um efeito de
melhorador de desempenho e um maior peso vivo proporcionado pela presenca de
enramicina na dieta destas aves.

O tratamento CP foi superior ao CN em 59 g para GP e 63 g em PV durante
0 periodo de 8-14 dias. De 15 a 21 dias foi observada uma diferenca de 46 g para
GP e de 108 g para PV entre CP e CN. Entre os demais tratamentos (A250, A500 e
A1000) ndo houve grandes diferencas para GP e PV nos periodos de 8-14 e 15-21
dias, assim como entre eles e 0 CN, sendo o CP superior a todos os demais.

No periodo de 8-14 dias o consumo de racdo (CR) pelo tratamento CP foi
significativamente superior aos demais tratamentos, com exce¢édo do tratamento
A500 que ndo diferiu estatisticamente dos demais. Nesse mesmo periodo a
conversdo alimentar (CA) foi de 1,114 para CP e 1,207, 1,225 e 1,224 para A250,
A500 e A1000 respectivamente, enquanto CN nao diferiu dos demais com 1,191.

O CR nos periodos de 15-21 e no periodo total de 1-21 dias foi
significativamente maior (p<0,05) para o tratamento com adi¢cdo de enramicina (CP)
sobre os demais. Apesar da CA ndo ter demonstrado diferencas claras entre os
tratamentos no periodo de 15-21 dias, com excecdo de A500 e CN que foram
significativamente piores (p<0,05), o tratamento CP no periodo total de 1-21 foi
melhor que os demais tratamentos, com conversao alimentar de 1,203 (p<0,05).

Isso também indica que as 3 doses do Aditivo (A250, A500 e A1000) nao

favoreceram o desempenho das aves nesse periodo inicial (1-21 dias), igualando-se
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estatisticamente ao desempenho observado no tratamento CN, sem adicdo de
nenhum melhorador de desempenho.

Na semana de 22-28 dias ndo foram observadas diferengas significativas
para ganho de peso (GP), consumo de ragédo (CR) e conversao alimentar (CA) entre
os tratamentos (p>0,05), mas para peso vivo (PV) aos 28 dias o tratamento CP foi
significativamente superior aos outros tratamentos (p<0,05). Como ndo houve
diferencas de desempenho nessa semana, a dependéncia dessa variavel com
desempenho obtido nas semanas anteriores se torna claramente observavel.

O ganho de peso no periodo de 29-35 dias foi estatisticamente superior
(p<0,05) na dieta de 500 mg/kg do Aditivo (A500) contendo acidos organicos e
polifendis, com 811 g, em comparagdo ao controle negativo (CN), com 750 g, e a
dieta de 250 mg/kg do Aditivo (A250), com 757 g. Para GP, nesse periodo, 0s
tratamentos A1000 e CP nao tiveram diferencas estatisticas com os demais
tratamentos.

O consumo de racdo (CR) do tratamento A500 nesse periodo também foi
superior ao CN em 77 g, e ao A250 em 74 g (p<0,02). Na CA nao houve diferencas
significativas (p=0,25) mas houve a melhora de 0,019 na conversdo das aves do
A500 em comparacdo com as aves do CN, podendo sugerir que para esse periodo o
produto foi eficaz como melhorador de desempenho e também promoveu uma ligeira
diferenca na conversao alimentar, porém nao significativa. Para GP e CR os
tratamentos CP e A1000 n&o diferiram estatisticamente dos demais (p>0,05).

Para o periodo total de 1-35 dias verifica-se que o tratamento CP resultou
em aumento de 202 g no GP, 143 g no CR e melhora de 0,031 na CA comparado ao
CN (p<0,05). Isto evidencia que as aves estavam submetidas a desafio sanitério, o
qgual foi superado com a utilizacdo de enramicina. O tratamento A500 se destacou
entre as trés dosagens do aditivo, resultando em GP e CR que néo diferiram do CP
(p>0,05). Este tratamento resultou em aumento de 54 g no GP e 90 g no CR em
relacdo ao CN, embora a diferenca ndo seja significativa. As aves recebendo o
aditivo nas dosagens A250 e A1000 tiveram GP, CR e CA inferiores (p<0,05) as
aves do tratamento CP.

A semana de 36-42 dias foi marcada por temperaturas maximas acima dos
30°C (Figura 6), o que pode ter afetado o desempenho dos animais e efeito das
dietas nesse periodo, ja que segundo Paulino et al. (2019) a temperatura de conforto

térmico para os frangos de corte de linhagem comercial nessa idade e faixa de peso
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€ abaixo de 28°C. Nao houve diferencas significativas para GP, CR e CA (p>0,05)
nesta semana, apenas para PV aos 42 dias (p<0,04) que € uma variavel dependente
do desempenho nas semanas anteriores, mas também com diferencas pouco claras
entre os tratamentos. Além disso, os erros padrdo da média das caracteristicas
observadas durante esse periodo foram maiores que os observados no restante do
experimento.

No periodo total do experimento (1-42 dias) o GP né&o diferiu
estatisticamente entre CP, CN, A250 e A500 (p>0,05), sendo somente A1000 pior
que CP em 209 g (p<0,01). O peso vivo médio das aves no periodo total foi de 3443
g, também com excecao da diferenca entre CP, com 3586 g, e A1000 com 3376 g,
os demais tratamentos (A250, A500 e CN) néo diferiram do CP. O CR do periodo
total ndo diferiu estatisticamente (p>0,05), embora se observem maiores consumos
para CP e A500 (5114 g e 5084 g, respectivamente), enquanto que a CA foi melhor
para CP com 1,447, e pior para A500 com 1,493, os demais tratamentos nao

diferiram estatisticamente.
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Tabela 6. Resultados de desempenho de frangos de corte alimentados com Aditivo

de 1-42 dias.
SEMANA TRAT! A250 A500 A1000 CN CP  p-valor EPM
GP 146 144 142 147 151 0,5034 3,66
1-7 PV 192 191 188 193 197 0,5362 3,67
dias CR 141 139 133 137 141 0,4955 3,77
CA 0,97 0,964 0,937 0,934 0,938 0,4119 0,017
GP 325b 348  329°P 351 4102 <,0001 9,89
8-14 PV 517 539b  517°b 544b 6072 <,0001 11,11
dias CR 392b 4243  402° 417 4572 0,0004 8,9
CA 1,207b 1,225 1224 119123 111423 0,0061 0,021
GP 491b 496  4976b 503P 5492 <0001 6,21
15-21 PV 1017 1036P 1015 1048" 11562 <,0001 14,36
dias CR 677 693b 678° 697 7352 00,0005 8,67
CA 13763 1395P 136423 1,384b 13392 0,004 0,012
GP 778 788 776 783 806 0,0813 9,19
22.28 PV 1792 1823b 1792P 1827P 19602 <,0001 20,2
dias CR 1045 1057 1043 1049 1077 0,0902 10,6
CA 1,345 1,343 1,337 1,333 1,33 0,9381 0,008
GP 757b 8112 7803 750" 7843 (00,0065 13,06
29-35 PV 2547b 26343 2574b 2577b 27452 (,0002 28,28
dias CR  1181° 12552 119723 1178° 120823 0,0146 16,93
CA 1,56 1554 1,538 1,573 1,533 0,2552 0,013
GP 836 819 801 832 836 0,9212 33,89
36.42 PV 33863 34523 3376P 34143 35862 00,0385 52,79
dias CR 1510 1519 1466 1500 1496 0,8275 33,63
CA 1,815 1,865 1,843 1,808 1,798 0,8163 0,047

1-21
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dias GP 962 b 989° 968> 1001° 11092 <,0001 14,58
PV 1016 1036 1015 1048° 11562 <,0001 14,36
CR 1211k 1256 1213 1251b 13332 0,0003 17,35
CA 1,257b 1270b 1,253°P 1,248° 1,2032 <,0001 0,01

GP 2498 P 25883 2526P 2535P 27002 0,0002 28,78
1-35 PV 2547P° 26343 2574b 2577 27442 0,0002 28,28
dias CR 34370 35653 3449P 34753 36182 0,0073 37,2
CA 1376P 1,381 1,367° 1,371° 1,3382 <,0001 0,006

GP 33343 340723 3327 33672 35362 0,0003 52,43
1-42 PV 338623 34523 3376 34143 35862 0,0385 52,79
dias CR 4947 5084 4915 4975 5114 0,0792 56,38
CA 11,4843 1493P 1,478% 147823 1,44723 0,0274 0,011

! Tratamentos: CN= controle negativo; CP= NC + adi¢do de enramicina 10 mg/kg;
A250 = NC+ 250 mg/kg Aditivo; A500 = NC+ 500 mg/kg Aditivo; A1000 = NC+ 1000
mg/kg Aditivo;

2 EPM: erro padrdo da média;

a b Valores médios dentro de uma coluna com sobrescritos diferentes s&o estatistica-
mente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Portanto, considerando o periodo total sugere-se que a dieta contendo a
dose padrao do Aditivo promova maior consumo de racao pelos animais, porém isso
nao diferiu estatisticamente, e também nao houve efeito positivo no GP, PV e CA.

Resultados semelhantes foram encontrados por Fascina (2017) com frangos
alimentados com dietas contendo fontes naturais de polifendis e acidos organicos
(30% de acido latico, 25% de &cido benzoico, 7% de acido férmico, 8% de &cido
citrico e 6,5% de acido acético), que apresentaram menor ganho de peso corporal e
pior conversdo alimentar em comparacdo a dieta com o uso do antibiético
avilamicina e nado diferiram estatisticamente do tratamento controle. Além disso, no
periodo de 22-35 dias ndo houve diferencas entre os tratamentos para desempenho.

Em estudos feitos por Isabel (2009) com acido féormico e acido propibnico,
por Talebi et al. (2010) com &cidos organicos (acidos citrico, benzdico e tartarico) e
por Kopecky et al. (2012) com acido acético e citrico também né&o houve diferencas

significativas no desempenho dos frangos de corte.
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Adil et al. (2011), utilizando uma dieta basal suplementada com &acido
butirico, acido fumarico e acido latico, encontraram que as aves alimentadas com
dietas suplementadas com acidos orgéanicos tiveram ganhos de peso corporal
significativamente maiores que o tratamento controle e também melhora na
conversao alimentar.

Em um estudo realizado por Simitzis et al. (2011) néo foi observado efeito da
suplementacao dietética de hesperidina (1,5-3,0 g/kg) no peso corporal final, ganho
de peso corporal e conversdao alimentar. Em contrapartida, Hassan et al. 2018
encontraram efeito positivo do uso de rutina no ganho de peso de frangos
alimentados com 0,25, 0,5 ou 1 g/kg de suplementacao.

Apesar da cama utilizada no experimento ser reutilizada por diversos lotes o
desafio sanitario oferecido por ela talvez ndo tenha sido suficiente para que o Aditivo
demonstrasse efeito significativo sobre o desempenho dos animais, uma vez que as
condi¢cBes de campo muitas vezes sao mais desafiadoras.

Considerando isoladamente a semana de 28-35 dias, em que poderia estar
havendo um maior desafio sanitario (Figura 7, A e B), a dieta A500 proporcionou um
ganho notavel estatisticamente, assim como nao diferiu do CP em questdo de PV
aos 35 dias, com um peso de 2634 g, se aproximando do peso de abate comercial, 0
gue pode indicar que o uso desse tipo de produto na substituicdo dos antibioticos
promotores de crescimento pode ter efeito sobre aves que estdo em um maior nivel
de desafio. Também se observa uma promoc¢do do consumo (CR) causada pelo
tratamento A500 nesse periodo (p<0,05). Apesar da CA nao diferir estatisticamente
entre os tratamentos é notavel uma melhora linear nas médias quando se aumenta a

dose do produto (Figura 7, D).
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Figura 7. Grafico de Ganho de Peso (A), Peso Vivo (B), Consumo de Ragéo (C) e
Conversao Alimentar (D) de frangos de corte alimentados com Aditivo no periodo de
29-35 dias

4.2. Microbiota, morfologia e morfometria do jejuno

As analises laboratoriais de microbiota (Tabela 7), considerando mesdfilos e
enterobactérias, ndo demonstraram diferengas muito claras entre os tratamentos
embora haja significAncia estatistica, pois, apesar do CP ter demonstrado menores
valores de mesdfilos em comparacdo ao CN, essa diferenca ndo foi significativa.
Para enterobactérias a estatistica ndo encontrou diferencas entre os tratamentos
(p>0,05).

A altura de vilosidades e profundidade de cripta do jejuno também néo
sofreram alteracfGes estatisticamente significativas devido as diferentes dietas,
embora se observem menores valores para o tratamento com enramicina (CP). A
razdo entre altura de Vvilosidades e profundidade de cripta nao diferiu

estatisticamente (p>0,05).
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Tabela 7. Analises de Morfologia, Morfometria, e Microbiota do Jejuno de frangos de

corte alimentados com Aditivo de 1-42 dias.

Parametros A250 A500 A1000 CN CP p-valor SEM
Mesofilos (log10*UFC/g) 4,92b 4323 4353 4573 4112 0,0457 0,21
Enterobactérias (log10*UFC/g) 5,19 574 6,35 6,07 5,76 0,2944 0,47
Altura de Vilosidades (um) 1446 1255 1199 1485 1291 0,0936 85,78
Profundidade de Cripta (um) 150 150 158 163 147 0,8367 11,78
Relagao Vilo-Cripta 9,86 8,55 7,66 9,27 9,35 0,3352 0,78
Morfologia do intestino 4 3,71 3,71 6,00 5,29 0,7221 1,26

Tratamentos: CN= controle negativo; CP= NC + adicdo de enramicina 10 mg/kg; A250 = NC+ 250
mg/kg Aditivo; A500 = NC+ 500 mg/kg Aditivo; A1000 = NC+ 1000 mg/kg Aditivo.

2EPM: erro padrdo da média.

a b Valores médios dentro de uma linha com sobrescritos diferentes sdo estatisticamente diferentes
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Mustafa et al. (2021) também ndo observaram mudancas na morfologia
jejunal em aves suplementadas com &cidos organicos em compara¢do ao
tratamento controle. Assim como Polycarpo et al. (2016) ndo encontraram diferencas
significativas na microbiota, em especial enterobactérias, do jejuno em aves
suplementadas com uma mistura de acido latico, acido acético e acido butirico, bem
como néo houve diferengas de desempenho.

Em um estudo realizado por Yang et al. (2018) utilizando de um grupo
controle negativo, sem aditivos, um grupo com antibiético com 0,15 g/kg de
enramicina e um grupo com adi¢do de 0,30 g/kg de acidos organicos encapsulados
e Oleos essenciais, 0 grupo com &cidos organicos apresentou uma melhor taxa de
conversdo alimentar, embora a dieta com enramicina tenha sido mais eficiente na
diminuicdo da contagem microbiolégica. A suplementacdo com acidos organicos

tendeu a reduzir o pH da digesta jejunal melhorando assim a converséo alimentar.

4.3. Viabilidade

Para viabilidade (Tabela 7) ndo houve diferencas significativas para nenhum
dos cenarios avaliados (p>0,05), embora se observe menores médias de viabilidade
para o tratamento CP contendo enramicina no periodo total de 1 a 42 dias. As

perdas por mortalidade e refugagem foram superiores a 5% somente para o


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/feed-conversion-ratio
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/feed-conversion-ratio
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tratamento suplementado com enramicina, o que pode estar relacionado ao ganho
de peso mais acelerado das aves desse tratamento. O erro padrdao da média
considerando o periodo total do experimento também foi maior que nos demais

periodos, indicando aumento do erro experimental na Gltima semana experimental.

Tabela 8. Viabilidade de frangos de corte suplementados com Aditivo a base de

acidos organicos e polifendis.

Periodo
Tratamentos ) ) :
1-21 dias 1-35 dias 1-42 dias

A250 99,29 98,21 97,50
A500 98,93 97,50 96,78
A1000 99,29 98,21 97,50
CN 97,86 97,85 96,78
CP 98,21 96,07 94,64
SEM 0,57 0,90 1,21

p-valor 0,2972 0,4428 0,4626

Tratamentos: CN= controle negativo; CP= NC + adi¢cdo de enramicina 10
mg/kg; A250 = NC+ 250 mg/kg Aditivo; A500 = NC+ 500 mg/kg Aditivo; A1000
= NC+ 1000 mg/kg Aditivo.

2EPM: erro padrdo da média.

a.b valores médios dentro de uma linha com sobrescritos diferentes séo
estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5. CONCLUSAO

A incluséo do Aditivo a base de acidos organicos e mosto de tangerina em
diferentes niveis (250, 500 e 1000 mg/kg) ndo demonstrou efeito no desempenho de
frangos de corte em comparacao a dieta controle negativo e ao controle positivo com
inclusdo do antibidtico enramicina considerando o periodo total. O aditivo também
ndo promoveu alteracbes na contagem de micro-organismos, morfologia e
morfometria do jejuno e na viabilidade. Quando observado de forma isolada no
periodo de 29-35 dias o tratamento com 500 mg/kg do Aditivo melhorou o ganho de
peso e 0 consumo de racdo dos animais, mas nao teve efeito sobre a conversao

alimentar.
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