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EFEITO DA INCLUSAO DE 15% DE ULVA LACTUCA NA DIETA SOBRE A QUALIDADE
NUTRICIONAL E ANTIOXIDANTE DA CARNE DE FRANGO

Resumo

Este estudo avaliou o impacto, na qualidade nutricional e oxidativa da carne, da inclusdo da
macroalga Ulvalactuca nas dietas de frangos de carne. Os frangos foram alimentados durante
14 dias (n=10) com dieta controlo (CON), dieta com 15% U. lactuca (UL), dieta com 0.005%
mistura enzimatica comercial (ULR), ou dieta com 0.01% ulvano liase (ULE). O objetivo foi
investigar alteracdes na composicdo da carne em homologos da vitamina E, (B-caroteno,
colesterol e peroxidaco lipidica (Substancias Reativas ao Acido Tiobarbit(rico, TBARS).
Aincorporacéo de U. lactuca ndo teve impacto significativo no peso corporal e no ganho médio
diario, a excec¢ao da dieta com ulvano liase, que diminuiu estes parametros. As dietas com U.
lactuca aumentaram os niveis de -caroteno, porém diminuiram os de a- e y-tocoferol (p <
0.001). Nao se observaram alteracdes nos niveis de colesterol e TBARS.

Conclui-se que a adicao de 15% de U. lactuca as dietas de frangos, independentemente da
inclusdo de enzimas exdgenas, ndo melhorou o desempenho produtivo nem a peroxidagdo
lipidica da carne. Contudo, o aumento na deposi¢édo de B-caroteno sugere um beneficio
nutricional, enquanto a reducdo da vitamina E aponta para a necessidade de considerar a
fortificac&o da dieta com este nutriente.

Palavras-chave: Ulva lactuca, macroalga, carboidrase, qualidade da carne, frango.



Effect of Including 15% Ulva lactuca in the Diet on the Nutritional and Antioxidant
Quality of Broiler Chicken Meat

Abstract

This study evaluated the impact on the nutritional and oxidative quality of meat obtained with
the inclusion of Ulvalactuca, a macroalgae, in broiler diets. The broilers were fed for 14 days
(n=10) with a control diet (CON), diet with 15% U. lactuca (UL), diet with 0.005% commercial
enzyme mixture (ULR), or diet with 0.01% ulvan lyase (ULE). The objective was to
investigate changes in the composition of meat in homologues of vitamin E, 3-carotene,
cholesterol, and lipid peroxidation (Thiobarbituric Acid Reactive Substances, TBARS).

The incorporation of U. lactuca had no significant impact on body weight and average daily
gain, except for the ulvan lyase diet, which decreased these parameters. Diets with U.
lactuca increased B-carotene levels, but decreased a- and y-tocopherol levels (p < 0.001).
No changes were observed in the levels of cholesterol and TBARS.

In conclusion, the addition of 15% of U. lactuca to broiler diets, regardless of the inclusion
of exogenous enzymes, did not improve the productive performance or lipid peroxidation of
the meat. However, the increase in (3-carotene deposition suggests a nutritional benefit,
while the reduction in vitamin E points to the need to consider fortifying the diet with this

nutrient.

Keywords: Ulva lactuca, macroalgae, carbohydrase, meat quality, broiler.
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1. INTRODUCAO GERAL

O periodo de estagio efetuado na é&rea de bioguimica teve a duragdo de
aproximadamente quatro meses, comegando no dia 04 de outubro de 2021 e finalizando no
dia 14 de fevereiro de 2022. O estagio foi realizado no laboratério de Bioquimica da
Universidade de Lisboa sob orientagdo do Doutor Professor José Antonio Mestre Prates e co-
orientacdo da Doutora Ménica Mendes da Costa, e com acompanhamento do Doutor José
Miguel Pestana.

Durante o estagio, acompanhei e executei 0s processos respeitantes a avaliacdo da
peroxidacao lipidica da carne e posterior medicdo das absorvéncias. A determinagédo de
vitaminas lipossoluveis e colesterol na carne foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), utilizando detectores de fluorescéncia e de diodo, respectivamente.
Embora néo tivesse analisado os cromatogramas respectivos, tive a oportunidade de
compreender as analises que estavam sendo efectuadas pela equipa.

Apesar de ndo estar presente durante o processo de crescimento dos animais e

recolha das amostras, pois ingressei no estagio apos essas atividades terem sido realizadas
no ISA (Instituto Superior de Agronomia), tive o conhecimento de todo o processo realizado
anteriormente.
Apos essa fase, foi acompanhado o processo de extracao dos lipidos e de transesterificacao
combinada acidica e basica dos acidos gordos e posterior analise por cromatografia gasosa.
Igualmente, tive a oportunidade de o acompanhar os ensaios preliminares para as incubagoes
in vitro com a microalga Spirulina, Arthrospira platensis, com o objetivo de testar diferentes
pré-tratamentos, incluindo calor seco, extruséo, liofilizacdo, microondas e moagem, bem como
a optimizacdo da medicao da quantidade de proteina libertada da biomassa da alga apés os
tratamentos utilizando o método Bradford.



1.1 INTRODUCAO

No mundo existe a procura por novos meios de consumo ou alternativas mais
saudaveis e sustentaveis, além de uma procura maior em relagéo a seguranga e & qualidade
dos alimentos que serdo consumidos. A informacédo para o consumidor esta cada vez mais
acessivel de varias formas, como por exemplo saber todo o processo do alimento desde a
sua producdo até ao momento do consumo. Muitos fatores estdo diretamente associados a
gualidade das carnes: nutricdo, sexo, transporte, idade, temperatura, maneio, jejum,
tecnologia do abate, resfriamento e outras (Mendes e Komiyama, 2011; Coudert et al. 2020).

O consumo de carne no mundo de um modo geral tem aumentado para as aves em
detrimento das outras carnes. Nos paises em desenvolvimento as pessoas procuram a carne
de aves pelo preco mais baixo em compara¢cdo com outras carnes, enquanto nos paises de
renda elevada ha um aumento da preferéncia por carne branca, pois sdo convenientes de
preparar e percebidas como mais saudaveis (menos predisposi¢édo ao surgimento de doengas
cancerigenas e cardiovasculares) (FAO 2021). Sabemos que em uma analise genética o peito
de frango é considerado uma carne saudavel, magra e com pouca gordura intermuscular
(Palmquist 2009). Os atributos sensoriais da carne séo totalmente relevantes, sendo eles,
suculéncia, sabor, aparéncia geral e ternura (Oddy et al. 2001). O indice de fragmentacao
miofibrilar, que possibilita a correlagdo positiva com a variavel de tenrura da carne, pode ser
caracterizado como o acontecimento da quebra das miofibrilas em seguimentos menores na
linha Z ou préximos a ela no decorrer do processo post-mortem (Ganeco 2016).

A distribuicdo mundial de frangos em larga escala, vem acompanhada dos sistemas
de alimentacdo, principalmente balanceados com o uso de cereais diversos. Muitos cereais
podem ser substituidos por novas fontes de alimentos para as aves. A utilizacdo dos derivados
de macroalgas no quotidiano da industria pode ser observada devido aos seus beneficios
alimentares e na qualidade da carne de animais de producdo, visto que a alga tem niveis
interessantes de macronutrientes e riqueza em acidos gordos mono e polinsaturados
benéficos para a saude, carotenoides antioxidantes e minerais (ex.: iodo). A Ulva lactuca é
uma macroalga verde (Chlorophyta), cujos nutrientes podem afetar positivamente a producao
de animais monogastricos (Costa et al. 2021).

O uso in vivo das enzimas ex6genas ndo demonstrou ser eficaz na capacidade de
degradar a parede celular da microalga, mas a sua incorporacdo pode ser usada como parte
de ingrediente em dietas para aves, e ndo afetar negativamente a qualidade nem o
crescimento da carne de frango (Jesus 2020).

Em geral, a incorporacédo de macroalgas na alimentacéo animal teve efeitos benéficos

no desempenho produtivo, no crescimento e no perfil em acidos gordos, principalmente



relacionados a acidos gordos polinsaturados 6mega-3, em especial o DHA e o EPA, do leite
e da carne (Mota 2018).

Deste modo, torna-se importante avaliar o efeito da incorporacdo das algas na dieta
de frangos sobre a qualidade nutricional.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Producéao de frangos de carne

A producéo de carne de frango cresceu ao longo dos anos tanto em Portugal como no
Brasil e no mundo. Em 2022, no Brasil, a producéao foi de 14,524 milhdes de toneladas, sendo
0,195 milhdes de toneladas a mais que no ano anterior (ABPA 2023).

A producédo em Portugal em 2021 foi de 312 mil toneladas de frangos, 2,543 mil a mais
gue no ano de 2020. No ano de 2023, em abril, foram produzidos em Portugal quase 17
milhdes de frangos de carne (Statista 2023).

O crescimento previsto do consumo global de proteinas de carne durante a préxima
década é de 14%, até 2030, em comparagdo com a média do periodo base de 2018-2020,
impulsionada em grande parte pelo rendimento e pelo crescimento populacional. A
disponibilidade de proteinas da carne bovina, suina, de aves e ovina devera crescer 5,9%,
13,1%, 17,8% e 15,7%, respetivamente, até 2030 (FAO 2021).

Em consequéncia do seu alto valor nutritivo e do preco mais acessivel, a carne de
frango esta disponivel no mercado de forma abrangente e atualmente € uma das mais
consumidas no mundo. O aumento do consumo dessa particular proteina tem aumentado de
formacontinua ao longo dos anos, apesar de a preferéncia dos consumidores para com o tipo
de carne, como bovina, suina e de frango, variar de acordo com paises, locais e individuos
(Brito e Coelho 2021).

O nivel global de consumo de carne de frango vem aumentando h& muitos anos. Varios
fatores contribuem para esse fenébmeno, sendo alguns deles o pre¢co competitivo da carne de
frango em relac&o a carnes vermelhas (ex: ruminantes e suino), a associacdo a uma carne
mais saudavel em comparacdo com a carne de ruminantes que tem tido uma diminui¢céo no
seu consumo por estar associada a ocorréncia de doencas cardiovasculares e alguns tipos
de cancro; e a qualidade nutricional da carne de frango. Basicamente a carne de frango é rica
em proteinas e minerais e pobre em lipidos (Santos 2019).

2.2. Composicao dacarne de frango

A composi¢do quimica da carne de frango geralmente varia em relagéo as variacdes
de proteina, humidade e gordura. Outros componentes da carne de frango abrangem
vitaminas, minerais, com lugar de evidencia para o célcio, fosforo e ferro e pigmentos
geralmente provenientes da dieta (Bragagnolo 2001, Castaneda 2005) . Na maior parte dos
casos, a carne de frango é composta de 60% a 80% de agua e 15% a 25% de proteina.
Entretanto, a quantidade de lipidos existentes na composi¢édo muscular das aves pode variar,

de acordo com sexo, idade, ambiente de criacdo dos animais e dieta. Os valores variam entre
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1,33% de lipidos na carne do peito, apresentando valores um pouco mais elevados para a
carne da coxa 3,45% (Bragagnolo 2001, Barroeta 2007, Pestana et al. 2020). A carne de
frango apresenta um racio positivo de 4cidos gordos insaturados/saturados, o que tem efeitos
benéficos para a salde humana (Barroeta 2007).

A composi¢cao da dieta das aves atua diretamente no perfil de acidos gordos da carne,
e consequentemente na sua qualidade. Os é&cidos gordos n-3 PUFA podem ser encontrados
na carne de frango alimentados com dietas que possuem sementes de linhac¢a ou na insercao
de pastagem, sendo assim possivel obter a melhora dos niveis de acidos a-linolénico (LNA)
nacarne. Todavia, podem ser inseridos na dieta niveis significativos de 6leo de peixe ou algas,
ocasionando assim o0 aumento de teores de &cido eicosapentaendico (EPA) e
docosahexaendico (DHA) na carne. As principais fontes de n-6 PUFA para as dietas das aves
sdo algumas sementes tais como a canola, soja e etc., enquanto as fontes de n-3 PUFA
incluem as sementes de linhaga, as farinhas de peixe e seus derivados e as algas (Santos
2019).

Com isso a oxidacéo lipidica € uma das principais causas de deterioracdo da carne,
alterando diversas caracteristicas sensoriais (cheiro, cor, sabor) e valor nutricional (perda de
vitaminas, acidos gordos essenciais) o que influencia a qualidade da carne e causa
implicacdes diretas sobre o seu valor comercial. Assim sendo € de extrema importancia
suplementar a dieta com antioxidante como a vitaminas E (Barroeta 2007).

A vitamina E é de importancia fundamental, uma vez que no processamento de
alimentos carneos, um dos pilares mais importantes diz respeito aos métodos usados para
diminuir o inicio da perda de qualidade e da oxidagao. A vitamina E com as suas capacidades
antioxidantes lipossoliveis, tem comouma de suas fungdes proteger e manter as membranas
biologicas contra a peroxidacdo lipidica (Buckley et al. 1995).

A importancia de pigmentos e da vitamina E e acidos gordos polinsaturado vao ajudar
a prevenir a oxidacao lipidica que junto com o desenvolvimento microbiano constituem os
preponderantes condicionantes da estabilidade da qualidade da carne. (Buckley 1995;
Morrissey 1998). A vitamina E é constituida de compostos lipossoliveis em que as suas
formas de origem natural contém 4 tocotrienois e 4 tocoferéis podendo ser a-, -, y- ou &-. O
gue pode diferir nas posi¢des e nimeros dos grupos metilo no anel aromético (Machlin 1991).

Quando administrada em ratos foi observado que a vitamina E exerceu um papel
protetor contra os efeitos toxicos do cadmio, nos valores do sistema hematoldgico, na
peroxidacgao lipidica, assim como em componentes enzimaticos e ndo enzimaticos do sistema
de defesa antioxidante. A vitamina E também atua nas alteracfes oxidativas que ocorrem em
outras células. Além disso, a vitamina E consegue atuar sinergicamente, a fim de prevenir a
peroxidacao e destruicdo lipidica (Ognjanovi¢ 2003).

No estudo desenvolvido por Surai et al. (2019) foi observado que quanto maior é a
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suplementagcdo de vitamina E na dieta, maior a sua resisténcia a variados fatores como o
estresse oxidativo, estresse térmico e até acidos gordos polinsaturados elevados (PUFA). Nas
aves macho foram observados aumentos significativos dos niveis de a-tocoferol no sémen,
gue tem grande impacto na resisténcia ao estresse oxidativo imposto por fatores externos. Da
mesma maneira para as aves fémeas, foi observado que devido a suplementacao dietética, a
gema do ovo mostrou ter um aumento da concentragao de a-tocoferol nos tecidos e em
pintinhos recém eclodidos, tendo assim aumento das defesas antioxidantes e diminuigcdo da

peroxidacao lipidica.

2.3. Incorporacao de macroalgas na dieta de frangos

As macroalgas tém sido estudadas como um recurso marinho natural para uma série
de aplicagBes industriais relevantes, entre as quais a producédo de biocombustiveis, farmacos,
compostos bioativos e alimentagdo humana e animal (Burg et al. 2013).

As algas sd@o de extrema importdncia e necessérias para 0sS ecossistemas se
manterem em equilibrio, com fun¢des no controlo do efeito de estufa através do processo de
biorremediacdo. Para além disso, as algas séo uma fonte tdo rica em nutrientes que podemos
beneficiar de varias formas das suas aplicacdes, e uma delas consiste em suplementar as
dietas de animais de producédo. A classificacdo das macroalgas sdo Chlorophyceae (algas
verdes), Phaeophyceae (algas marrons), Rhodophyceae (algas vermelhas). Os géneros de
macroalgas mais comuns usados nas dietas dos animais sdo: Ascophyllum, Laminaria e
Undaria para algas marrons; Ulva, Codium e Cladophora para algas verdes; e Pyropia,
Chondrus e Palmaria para algas vermelhas. Até o0 momento, a incorporacéo de macroalgas
em dietas de animais de pecuaria demonstrou melhorar o crescimento e a qualidade da carne,
dependendo da espécie de alga, nivel na dieta e estagio de crescimento do animal (Costa et
al. 2021).

As composi¢des nutricionais das algas dependem das condi¢cbes de crescimento,

estirpe e espécie. As macroalgas sdo formadas especialmente por carotenoides, minerais,
proteinas, lipidos, vitaminas e hidratos de carbono (Madeira et al. 2017).
A insercdo de acidos gordos polinsaturados Omega-3, especialmente &cido
eicosapentaenoico (EPA) e acido docosahexaenoico (DHA), na alimentagcdo tem sido
associada a seus efeitos vantajosos na salde humana. Entre os exemplos € possivel notar a
reducdo da doenca vascular cerebral, arteriosclerose, processos inflamatérios e doencas
metabdlicas como a obesidade e o cancro (Mota 2018).

Embora as microalgas tenham um conteldo mais elevado de &cidos gordos, a
macroalga também tem valores altos de acidos gordos. Algumas macroalgas tém valores altos

de acidos gordos com as algas vermelhas entre as quais Porphyra com media 25,2%, algas



castanhas entre as quais laminarias 11,8% em média e algas verdes entre elas a alga ulva
com uns média de 1,6% (Costa et al. 2021).

A macroalga verde U. lactuca (Figura 1) foiselecionada para este estudo devido alguns
fatores abaixo. Os tipos de macroalgas que tem maior teor de proteina sdo algas vermelha
(30-50%) e verdes (8,7- 32,7%) (Harnedy e FitzGerald 2011). As algas verdes sao ricas em
compostos bioativos, como pigmentos (ex: carotenoides e clorofila) e polissacaridos como por
(ex: ulvano) (Tabela 1). Para alem disso as macroalgas verdes tem uma maior produtividade
em area (20t MS ha-1) comparativamente a outras macroalgas. (Burg et al. 2013) No entanto,
a composicdo da macroalga sofre uma variagdo sazonal, com influéncia, entre outros fatores,

de nutrientes dependentes da época do ano e tempo de exposi¢ao solar (Holdt e Kraan 2011).



Tabela 1. Composicdo quimica das Macroalgas (expressa em matéria seca) (Costa et al. 2021).

Composicao quimica Laminaria sp. Ulva sp. Porphyra sp.
(alga marrom) (alga verde) (alga vermelha)

Gordura bruta (%) 0,5-1,3 (0,9 0,1-6,6 (2,0 0,7-3,0 (1,6)
Proteina bruta (%) 0,6 -16,1 (7,7) 4,8 - 41,8 (15,8) 24,1- 44,0 (32,7)
Cinzas (%) 23,3 -73,0 (35,7) 11,3 - 49,6 (24,0) 9,3-29,6 (18,0)

Carotenoides (mg/kg) 25,71t 169 - 2550(1085) 2° 72, 711-1630

Clorofila (mg/kg) 174 - 2244 (199)3 368 - 8500 (5217) 508t

Vitamina E (mg/kg) 3,0 - 2000 (511) 2,8 - 35,0 (15,6) 10,6 -14,3 (12,8)

10s valores sdo expressos com base no peso fresco. 2inclui valores de talos de algas. 3 soma de clorofila
a e clorofila c. “valor obtido de rizoide de algas 50 teor de carotenoides relatado com base no peso fresco foi

convertido em peso seco estimando o teor de umidade de 80%, conforme Eismann, etal. (2020)

A macroalga U. lactuca tem uma alta capacidade de proliferacdo. Essa alga tem a
capacidade de adotar diferentes fenétipos consoante os parametros ambientais, como grau
de salinidade da agua ou simbiose com bactérias. Essa macroalga contém componentes
comerciais valiosos, como bioativos, alimentos ou biocombustiveis (Dominguez 2019).

Além disso as macroalgas podem ser uma forma sustentavel para obter n-3 PUFA, os
guais estdo também presentes no peixe. Desta forma, a utilizacdo de algas para fortificacéo
das dietas de frango pode ajudar na protecao de algumas espécies de peixe em todo o mundo,
permitindo a reducdo do seu consumo, uma vez que, dependendo da espécie da alga,
enriqueceriam a carne de frango com n-3 PUFA importantes para a saude do consumidor
(Costa et al. 2021, Zatti et al. 2023). Da mesma forma as macroalgas vao ajudar na
sustentabilidade do meio ambiente e dos recursos naturais. Contudo, as diversas aplicacdes
das algas implicam um uso rentavel e uma taxa de producdo relativamente elevada,
representando um grande desafio para as técnicas de cultivos atuais. Também de certa forma
a industria de alimentos precisa de desenvolver tecnologias, como pré-tratamentos e
biotecnologia enzimética, para melhorar a biodisponibilidade dessas macroalgas, assim sendo
mais bem absorvidas pelos animais monogastricos (Madeira et al. 2017; Burg et al. 2013).



Tendo em visto a necessidade de implementacdo ou suplementacdo de enzimas
enddgenas nos animais de producéo, foi criada a pratica da introducéo dessas enzimas na
alimentacdo animal. Essa pratica teve seu inicio no comec¢o dos anos 80 e desde entéo, torna
possivel o uso mais econémico de matérias-primas, uma vez que possibilita a maior absor¢cao
e aproveitamento de seus nutrientes, proporcionando a diminuicdo de desperdicios e assim,
traz também vantagens nos pardmetros produtivos do animal e na reducdo do impacto
ambiental gerado. Em suma, as enzimas sao responsaveis pela destruicdo de compostos que
possam interferir com a digestdo, absorcdo e utilizagdo dos mesmos. Além disso, séo
responsaveis ainda pelo crescimento da digestibilidade das dietas (Santos 2019).

A vitamina E € encontrada nas macroalgas e sua presenca atua na forma de
interrupcdo das cadeias oxidativas dos lipidos e nos seus processos consecutivos de auto-
oxidacado, sendo um vigoroso sequestrador de radicais livres e protetor de &cidos gordos
polinsaturados, os fosfolipidos das membranas biolégicas e as lipoproteinas plasmaticas
(Santos 2019).



Figura 1. Macroalga Ulva lactuca (Burg et al. 2013).

2.4. Suplementacéo das dietas dos frangos com enzimas

O aparelho digestivo dos animais monogastricos nao consegue digerir os hidratos de
carbono estruturais de forma autbnoma, pois ndo produz o reportério de enzimas necessario
a quebra das suas ligagdes. As enzimas sdo os catalisadores das reagdes quimicas que
ocorrem nos seres vivos (Santos 2019).

As enzimas aceleram as reac¢des quimicas que ocorrem nos seres Vvivos e a maior
parte sdo de origem proteica, assim sdo responsaveis pelas reacdes de catalisacdo no
sistema biolégico e por serem dessa natureza proteica revelam um auto grau de
especificidade para seu substrato, participando em encadeamento de aminoacidos e
acelerando esse processo quimico, sem se consumir (Lucio et al. 2021).

Diversos estudos constatam que a insercdo de macroalgas na dieta pode trazer
melhoria para o desempenho e eficiéncia do crescimento das aves. As paredes celulares das
macroalgas contam com a presenca de polissacaridos recalcitrantes com efeitos anti
nutricionais para animais monogéstricos como aves e suinos. Em especial na macroalga Ulva
sp., 0s polissacaridos das paredes celulares representam cerca de 38-54% da matéria seca.
Estes incluem quatro familias: duas principais, o ulvano solivel em agua e a celulose
insoluvel, e duas menores, um xiloglucano linear solivel em alcali e um glucuronano (Lahaye
e Robic 2007) (Figuras 2 e 3). As carboidrases sdo importantes para degradar esses
polissacaridos, liberando compostos nutritivos da alga e permitindo ao animal absorver melhor
os alimentos ingeridos. De facto, Costa et al. (2022), demonstrou que a enzima ulvano liase
PL25 recombinante rompeu parcialmente a barreira celular da U. lactuca sob condi¢des
fisiologicas. Essa capacidade enzimatica disponibiliza compostos bioativos valiosos para a
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industria de alimentos compostos e para biotecnologias (Dominguez 2019; Lahaye e Robic
2007). O ulvano é um polissacarideo sulfatado gelificante com atividades biolégicas incluindo
imunomoduladora, antiviral, antioxidante, anti-hiperlipidémica e anticancerigena. Este
composto também tem a capacidade de modular processos de sinalizacdo celular em
sistemas vegetais e animais, levando a efeitos benéficos na produtividade e na saude.
Consequentemente, o ulvano € de interesse significativo como constituinte em produtos de
salude humana, agricolas e biomateriais. (Kidgell et al. 2019), sendo assim importante a sua
extragdo da Ulva sp. Considerando as propriedades gelificantes do ulvano, a degradacéo
deste polissacéarido permite diminuir a viscosidade da digesta e aumentar a digestibilidade dos
nutrientes presentes na dieta de monogastricos como sugerido por Costa et al. (2022).

Recentemente, como consequéncia das pressdes por uma sociedade cada vez mais
verde, visando desenvolver abordagens sustentaveis para degradar a biomassa vegetal para
a geracao de biocombustiveis, houve um aumento exponencial na identificacdo de enzimas
ativas de carboidratos (CAZymes). Essas enzimas estdo envolvidas na desconstrucdo da
parede celular vegetal, quebrando ou modificando ligagdes glicosidicas em uma infinidade de
polissacarideos estruturais. Além de sua utilizacdo na producdo de combustiveis renovaveis
através da producao de agUcaresfermentaveis a partir da biomassa das plantas, as CAZymes
também podem ser aplicadas em outros processos industriais e agricolas, como, por exemplo,
na suplementacao alimentar animal. A adicdo de enzimas exdgenas em preparacdes
dietéticas para animais monogastricos aumenta a disponibilidade de nutrientes através da
degradacao de polissacarideos sollveis anti-nutricionais no trato gastrointestinal (Fernandes
2015).
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Figura 2. Distribuicdo dos diferentes Ulva sp. polissacarideos da parede celular em uma se¢ao
transversal esquematica de um talo (A) e associagdes propostas entre os diferentes
polissacarideos da parede celular (B). (Lahaye e Robic 2007)
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Figura 3. Estrutura do principal dissacarideo repetitivo na Ulva sp., ulvano: acido
ulvanobiurénico. (Lahaye e Robic 2007)
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo consistiu em investigar 0 impacto da inclusédo de U.
lactuca, uma macroalga, na dieta de frango de carne, especificamente em relagdo as
caracteristicas nutricionais, desempenho produtivo e antioxidantes da carne produzida. A U.
lactuca, utilizada como ingrediente em 15% da dieta, é avaliada tanto na sua forma natural
guanto em combinag&o com enzimas carboidrases, abrangendo tanto formas recombinantes
testadas in vitro quanto misturas enzimaticas comerciais.

Os objetivos especificos do trabalho consistiram na avaliagdo:

1) do efeito da adicdo de U. lactuca nas dietas de frangos de carne na composi¢cao de
homaologos da vitamina E na carne, explorando o potencial antioxidante dessa intervencao
dietética.

2) da investigacédo do impacto da combinagéo de U. lactuca com carboidrases, tanto
recombinantes quanto comerciais, na melhoria dos perfis nutricionais e bioativos da carne,
com foco especial na peroxidacéo lipidica.

3) do teste da hipétese de que a degradacdo enziméatica da U. lactuca pode
potencializar os efeitos antioxidantes na carne, aumentando assim a presenca de compostos

bioativos e contribuindo para uma melhor qualidade nutricional.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Delineamento experimental

A Comisséo de Etica do ISA, ORBEA (c6digo de protocolo 1/ORBEA-ISA/2020, data
de aprovacao 7 de julho de 2020) e a Autoridade Nacional de Saude Animal (DGAV), na
sequéncia do Despacho 2010/63 /Diretiva da UE autorizaram os procedimentos com 0s
animais.

Para a realizagéo do presente estudo foi utilizado um ensaio de frangos de carne, que
decorreu no Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa. Cento e vinte machaos
da linhagem Ross 308 foram recebidos da empresa Quinta da Freiria. Todas as aves foram
pesadas, anilhadas e de forma aleatodria colocadas em 40 gaiolas de crescimento em lotes de
3 com condi¢cBes de humidade e temperaturas controladas. As aves foram alimentadas com
uma dieta de crescimento, formulada de acordo com as respetivas exigéncias nutricionais,
nos primeiros 20 dias, & base de milho e soja. Depois, no periodo de 21 a 35 dias, as aves
foram alimentadas sem restricdes com 4 dietas experimentais com 10 réplicas por tratamento
(Figura 4). As dietas experimentais foram a dieta controlo (CON) a base de milho e soja; dieta
com 15% de U. lactuca em p6 (Algolesko; Plobannalec-Lesconil, Brittany, France) (UL); dieta
com 15% de U. lactuca em p6 e 0,005% de mistura enzimatica comercial, Rovabio (ULR); e
dieta com 15% de U. lactuca em p6 e 0,01% da ulvano liase (ULE) descrita por Costa et al.
(2022). Os ingredientes das dietas experimentais sdo mostrados na Tabela 2. A composi¢éo
nutricional das dietas e da alga esta presente na Tabela 3. As administracdes dessas dietas
foram feitas durante 2 semanas (dia 21 a 35). Apés 35 dias os animais foram abatidos (n=10)
por eletronarcose seguido de destroncamento do pesco¢o. A quantidade de alimento
fornecido e a mortalidade foram registados diariamente e o consumo de alimentos e 0 peso
vivo foram registados semanais. Com esses valores, calculou-se o ganho de peso diario, a
mortalidade, a ingestédo diaria de alimento e o indice de conversdao. Em seguida ao abate
ocorreu a recolha dos musculos peitoral maior e masculos da coxa. Essas amostras foram
divididas e uma parte conservada a -20 °C para a determinacdo de vitaminas lipossoltveis e
colesterol, e outra foi conservada a -80 °C para a determinacdo dos TBARS (Substancias
Reativas ao Acido Tiobarbitirico) e, assim, da peroxidacéo lipidica. Os parametros de
desempenho de crescimento, incluindo ganho médio diario, do consumo médio diario da dieta
e conversdo alimentar, foram determinados por meio de pesagem semanal dos animais e dos

comedouros.

4.2. Composicao quimica das dietas

As dietas e as algas foram analisadas e as suas composi¢fes quimicas apresentadas
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na Tabela 2. O procedimento da AOAC (2000) foi usado para determinar a quantidade de
matéria seca, proteina bruta, gordura bruta, cinzas e energia bruta das macroalgas e das
dietas. A matéria seca (MS) foi determinada secando uma amostra a 100 °C até um peso
constante. A proteina bruta foi calculada como 6,25 x N, sendo N a quantidade de azoto
determinado com o método de Kjeldahl. O teor de cinzas foi estabelecido colocando a amostra
a uma temperatura de 550 °C numa mufla. A gordura bruta foi extraida da amostra com éter
de petréleo usando um extrator Soxhlet automatico (Gerhardt Analytical Systems, C. Gerhardt
GmbH & Co. KG, Kdnigswinter, Alemanha). A energia bruta foi definida por calorimetria numa
bomba adiabatica (Parr 1261, Parr Instrument Company, Moline, IL, EUA).
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Tabela 2. Ingredientes e suplementos alimentares dos tratamentos dietéticos (% na base da

dieta).
Item Tratamentos dietéticos?
Controle UL ULR ULE
Milho 50,4 43,7 43,7 43,7
Farelo de soja 41,2 33,2 33,2 33,2
Oleo de girassol 4,80 5,98 5,98 5,98
Cloreto de sodio 0,38 0,00 0,00 0,00
Carbonato de calcio 1,10 0,00 0,00 0,00
Fosfato bicalcico 1,60 1,40 1,40 1,40
DL- metionina 0,120 0,170 0,170 0,170
L-lisina 0,000 0,120 0,120 0,120
Premix vitaminico- 0,400 0,400 0,400 0,400
mineral
Ulva lactuca em pé - 15,0 15,0 15,0
Mistura enzimatica - 0,005 -

comercial
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Ulvano liase - - - 0,01
recombinante

1Controle, dieta a base de milho e soja; UL, dieta controle com 15% de U. lactuca; ULC, dieta controle com 15%
de U. lactuca e 0,005% de mistura enzimatica comercial; ULE, dieta controle com 15% de U. lactuca e 0,01% de
ulvan liase recombinante. 2Premix forneceu os seguintes nutrientes por kg de dieta: vitamina A 10000 Ul, acido
pantoténico 10 mg, vitamina B1 2 mg, vitamina B2 4 mg, vitamina B6 2 mg, acido foélico 1 mg, cianocobalamina
0,02 mg, vitamina D3 2400 Ul, vitamina K32 mg, &cido nicotinico 25 mg; vitamina E 30 mg, Cu 8 mg, Fe 50 mg, |
0,7 mg, Mn 60 mg, Se 0,18 mg e Zn 40 mg.
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Tabela 3. Composicdo quimica de U. lactuca e dietas

ltem Macroalga Tratamentos dietéticos?

U. lactuca Controle UL ULR ULE
Energia bruta 2664 4649 4672 4607 4597
(kcal/kg matéria
seca, MS)

Composicéo quimica

Matéria seca (% 88,7 89,0 89,2 89,3 89,4
alimento)

Proteina bruta (% 28,2 23,3 23,1 22,8 23,3
MS)

Gordura bruta (% 2,85 8,8 9,0 9,8 10,3
MS)

Cinzas (% MS) 31,7 6,6 8,8 8,8 8,9

Perfil de diterpenos (ug/g)

a-Tocoferol 79,3 253,8 2542 2339 2241
a-Tocotrienol nd 5,00 3,26 3,56 2,77
B-Tocoferol n.d 0,723 0,767 0,736 0,723
y-Tocoferol + n.d 547 415 418 3,57

B-tocotrienol

y-Tocotrienol n.d 6,18 4,09 4,54 3,46
O-Tocoferol n.d 0,961 0,689 0,729 0,701
-caroteno 170 1,28 33,7 28,3 28,4
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1 Controle, dieta a base de milho e soja; UL, dieta controle com 15% de U. lactuca; ULR, dieta controle com 15%
de U. lactuca e 0,005% de mistura enzimatica comercial; ULE, dieta controle com 15% de U. lactuca e 0,01% de
ulvano liase recombinante. 2 Co-eluido com a-tocoferol. 3Clorofilas e carotenoides. n.d.—n&o detectado.
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Figura 4. Aves no experimento.

4.3. Peroxidacgéo lipidica da carne

Para analisar o potencial antioxidante da carne de frango (coxa e peito) determinou-se
a producéo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS). O procedimento iniciou-
se pesando 1,5 g de carne descongelada para 2 tubos de 50 ml (em duplicado), e adicionando
1 ml de solucdo aquosa EDTA (acido etilenodiamina tetra-acético) 0,3%, 5 ml de n-hexano
com BHT (hidroxitolueno butilado) (0.8%) e 8 mlde TCA (2,4,6- tricloroanisol) 5%. Logo depois
homogeneizou-se a suspensdo com Ultra-turrax, sobre o gelo, durante 3 ciclos de 10
segundos a 19000-20000 rpm. Depois centrifugou-se durante 5 minutos a 1400 g. O passo
seguinte foiretirar a fase superior (n-hexano) e filtrar o volume restante por um filtro de papel
de 125 mm (Whatman, VWR, Portugal) para um tubo graduado, e depois ajustar o volume do
filtrado a 10 ml com solugédo de TCA 5%. Em seguida, retirou-se 3 ml da mistura anterior para
um tubo de vidro (16 ml) e adicionou-se 2 ml de TBA (&cido tiobarbittrico) 0.8%, ao que se
seguiu a incubacdo da mistura no banho a 70 °C durante 30 min, com agitag&o.
Posteriormente, arrefeceu-se os tubos em &gua durante 5 minutos e mediu-se as
absorvéncias a 532 nm contra o branco (mistura de 3 ml TCA 5% + 2 ml TBA 0.8%). Os
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resultados foram apresentados em mg de malondialdeido (mg MDA/kg de carne). A analise

foi repetida apds 6 dias da amostra ter ficado armazenada em ambiente refrigerado a 4 °C.

4.4. Determinagdo de vitaminas lipossoluveis e colesterol na carne

A separacao, identificacdo e quantificacdo dos homélogos da vitamina E (tocoferdis e
tocotriendis) e do colesterol total foi realizada no peito e coxa, segundo Prates et al. (2006).
O método iniciou-se com a saponificagcédo da carne fresca (0,750g) moida, em duplicado, em
tubos de vidro de 16 ml. Para tal, adicionou-se 0,20 g de acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Ml,
EUA) e 5,5 ml de solucdo de saponificacdo (55% etanol absoluto com 11% hidroxido de
potassio e 45% de agua destilada). Depois agitou-se os tubos de imediato para ndo haver
aglomeracdao dos fragmentos da amostra. Em seguir, substituiu-se o ar dos tubos por azoto e
agitou-se em vortex os tubos tapados até dissolver completamente o acido ascérbico. Para
ocorrer a reagao, os tubos foram colocados em banho-maria a 80 °C por 15 minutos com
agitacdo a 200 rpm. Logo apds, arrefeceu-se os tubos em agua fria e adicionou-se 1,5 ml de
agua destilada e 3 ml de n-hexano, apos agitou-se intensamente no vortex por 2 minutos e
centrifugou a 2500 rpm durante 5 minutos (Figura 5). Posteriormente aspirou-se a fase
superior de n-hexano de cada amostra para novos tubos contendo sulfato de sédio anidro (0,3
g). Finalmente, filtrou-se uma aliquota das fases aspiradas, por filtro de seringa hidrofébico
0,45 ym (Sigma-Aldrich, MI, EUA), para frascos ambar de 1,5 ml para analise por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Figura 5. Tubos de ensaio, aspirou-se a fase superior de n-hexano de cada amostra para novos
tubos contendo sulfato de sédio anidro.

4 5. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada recorrendo ao General Linear Models (GLM) do
programa estatistico SAS (Institute Inc., Cary NC), exceto os TBARS que foram analisados
com o procedimento MIXED do SAS para considerar as medidas repetidas no tempo e,
portanto, sdo observacdes dependentes. O teste PDIFF ajustado ao método Tukey Kramer
foi usado para multiplas compara¢cdes das meédias. Para as variaveis da qualidade da carne,
e para o peso corporal e ganho médio diario, considerou-se como fator fixo, o tratamento, e
como unidade experimental, o animal. Para os parametros produtivos, ingestéo e indice de
conversao, o mesmo fator fixo foi considerado, mas a unidade experimental foi a gaiola. Para
os TBARS, tanto o tratamento quanto o tempo foram fatores fixos, o animal foi um termo
aleatorio e a interacdo entre tratamento e tempo foi incluida no modelo. Os niveis foram
significativos quando a = 0,05. Foram apresentados os resultados como média * erro padrao
da média (EPM).
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5. RESULTADOS

5.1. Desempenho Produtivo

A Tabela 4 mostra a consequéncia das dietas experimentais no desempenho de
crescimento de frango de carne. No ganho médio diario o crescimento diminuiu
significativamente (p = 0,018) de 15,6 g/d em frangos alimentados com dieta ULE em relagdo
aos alimentos com controle. No peso corporal final seguiu a mesmatendéncia, diminuiu 13,6%
nos animais que ingeriram a dieta ULE (p = 0,016) em comparagdo com o controle, isso pode
ser observado pelo fato de ser menos palatdvel com a macroalga. Ndo foram encontradas
diferencas nos parametros do grupo controle e UL, ULC. Ainda, os valores da taxa de
conversao alimentar ndo foram diferentes (p = 0,172) entre os tratamentos.

A mortalidade total observada entre os dias 21 e 35 foi de 2,5% (dados ndo mostrados)
e incluiram um e dois frangos alimentados com dietas UL e ULC, respetivamente, que

apresentaram diarreia grave.
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Tabela 4. Desempenho de crescimento dos dias 21 a 35 nos frangos alimentados com as dietas

experimentais. (n = 10)

ltem Tratamentos Dietéticos?

Controle uL ULR ULE EPM?2 p-Valor

Desempenho de crescimento

Peso 767 748 754 727 26,4 0,763
corporal
inicial (g)

Peso 1763 @ 16212° 1679%° 1523 © 5,.9 0,016

corporal final
@)
Ganho médio 77,42 68,120 72,120 61,8° 3,38 0,018
diario (g/d)
Consumo 371 310 318 320 16,5 0,049

médio diario

de racéo

(g/gaiola)
indice de 1,68 1,72 1,63 1,78 0,047 0,172

conversao

alimentar

1 Controle, dieta milho-soja; UL, dieta controle com 15% de U. lactuca; ULR, dieta controle com 15% de U. lactuca
e 0,005% de mistura enzimética comercial; ULE, dieta controle com 15% de U. lactuca e 0,01% de ulvano liase
recombinante.

2 EPM, erro padrdo da média.  ®, Diferencas significativas sdo indicadas por diferentes sobrescritos dentro de

uma linha (p < 0,05)

5.2. Estabilidade oxidativa da carne

Ainfluéncia das dietas experimentais na estabilidade oxidativa do peito e da coxa esté
apresentada na Tabela 5. Os valores de malondialdeido (MDA) tiveram um aumento (p <
0,050) entre os dias zero e seis para o0 controle, dieta UL e ULE na coxa, apesar da
peroxidacao lipidica do peito néo ter sido afetada (p > 0,050) pelos tratamentos contendo a
microalga.

Na Tabela 5 teor de TBA ndo foram afetados pelos tratamentos. A estabilidade
oxidativa das carnes de peito e coxaapos 0 e 6 dias de armazenamento a 4 °C ndo foi afetada
significativamente. Contudo constatou-se uma maior suscetibilidade da carne da coxa a
oxidacao, o que pode resultar de um conteudo lipidico elevado. A peroxida¢ao lipidica do peito
nao foi afetada pelos tratamentos dietéticos, embora tenha havido aumento dos valores de
MDA entre o dia zero e o dia seis para o controle.
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Tabela 5. Resultados das dietas experimentais na peroxidagdo lipidica, medida como
substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBA), da carne (n=10).

Tratamentos Controlo U. U. U. EPM? p
lactuca | lactuca lactuca
(CON) (UL) + +

Rovabio | Enzima
(ULR) (ULE)

-Valor

Dia 0,147x 0,235x 0,134 0,123x 0,037 0,150
0

Coxa
Dia 0,763y 0,672y 0,376 0,753y 0,145 0,258
6

Malondialdeido,
mg/kg

Dia 0,160x 0,198 0,146 0,174 0,0239 0,464
0

Peito
Dia 0,751y 0,510 0,439 0,456 0,1114 0,189
6

1 Controlo, dieta milho-soja; UL, dieta controle com 15% de U. lactuca; ULC, dieta controle com 15% de U. lactuca
e 0,005% de mistura enzimatica comercial; ULE, dieta controle com 15% de U. lactuca e 0,01% de ulvano liase
recombinante.2 EPM, erro padrdo damédia. O x e y indica a diferenca significativa na mesma coluna. (p < 0,05).

5.3. Teor da carne em homodlogos da vitamina E, caroteno e colesterol

A Tabela 6 apresenta o efeito das dietas experimentais no teor de homologos da
vitamina E e colesterol na coxae peito dos frangos. Considerando o teor em colesterol, ndo
se observaram diferencas significativas (p > 0,05) entre as dietas para ambas as carnes.

Os teores de a-tocoferol e de y-tocoferol no peito e na coxa foram maiores no grupo
controle do que nas dietas contendo algas (p < 0,001). Contrariamente, os teores de [3-
caroteno na coxa foram maiores nas dietas contendo a microalga (0.15 versus 0.078 ug/g).
Contudo, ndo se observou efeito significativo (p = 0.258) das dietas experimentais na
concentragao de (3-caroteno no peito.

Além disso, o conteudo de a- e y-tocoferois diminuiu com os tratamentos contendo U.
lactuca, em comparagdo com o controle. As concentragdes de e B-caroteno ndo diferiram
entre tratamentos, mas um aumento de carotenoides totais foi encontrado com macroalgas,
em relacdo ao controle.
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Tabela 6. Resultados da dieta de vitaminas lipossollUveis, B-caroteno e colesterol na carne de
coxa e peito do frango (n = 10)

U. U.
Controlo U. lactuca | lactuca
(CON) | lactuca + + EPM?2 | p-Valor

(UL) Rovabio | Enzima

(ULR) | (ULE)

a-Tocoferol 7,772 5,86° 5,88° 6,72° 0,274 | <0,001
(mg/g)

Y- 0,09692 | 0,0724° | 0,0711° | 0,0765° | 0,0039 | <0,001
Coxa | Tocoferol(ug/g)

B-caroteno 0,078° 0,139* | 0,161 | 0,152% | 0,0118 | <0,001
(Hg9/g)
Colesterol 0,908 0,897 0,790 0,905 | 0,0388 | 0,111
(mg/g)
a-Tocopherol (1 7,732 4,67° 4,59° 4,49° 0,257 | <0,001
9/9)
Peito | y-Tocopherol (u | 0,0814* | 0,0631° | 0,0600° | 0,0565" | 0,00274 | <0,001
9/9)
- n.d. 0,0650 | 0,0550 | 0,0570 | 0,00443 | 0,258
caroteno'(ug/g)

Colesterol(mg/g) | 0,962 0,847 0,853 0,842 0,0509 | 0,297

Controle, dieta milho-soja; UL, dieta controle com 15% de U. lactuca; ULC, dieta controle com 15% de U. lactuca
e 0,005% de mistura enziméatica comercial; ULE, dieta controle com 15% de U. lactuca e 0,01% de ulvano liase
recombinante. 2 EPM, erro padrdo da média. Diferencas significativas séo indicadas por diferentes sobrescritos
dentro e entre as linhas (p < 0,05). n.d.—né&o detetado.

1 A andlise estatistica dos dados s6 foi realizada entre os tratamentos com a macroalga.

6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a eficiéncia de um alto nivel de incorporagéo da U. lactuca,
com e sem suplementacdo enzimética, nas dietas de frango de carne para melhorar a sua
digestdo e absorgdo, e, consequentemente, o crescimento. Pretendeu-se ainda, promover a
deposicdo de compostos bioativos na carne, incluindo antioxidantes, como a vitamina E e o
B-caroteno, melhorando, desta forma, a qualidade da carne de frango e o seu potencial
antioxidante. Os resultados demonstraram que a incluséo de 15% de U. lactuca na dieta de
frango de carne em substituicdo parcial ao farelo de soja e ao milho n&do afetou
consideravelmente o desempenho do crescimento dos frangos, apesar de uma diminuigéo no
peso corporal final e no ganho médio diario com a dieta experimental contendo a ulvano liase
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recombinante em comparag&do com o controle. No entanto, a dieta ULE n&o teve impacto no
indice de converséo alimentar. Assim sendo, tanto a enzima recombinante como a comercial
tiveram ligeira influéncia no desempenho animal. Resultados controversos sobre a influéncia
da alimentacéo de frangos de carne com Ulva sp. no crescimento animal tém sido descritos
na literatura. Enquanto Abudabos et al. (2013) néo relataram nenhum efeito no ganho de peso
e indice de converséo alimentar dos pintos de carne ao aliment4-los com 3% de Ulva sp.,
Ventura et al. (1994) descreveram uma diminuicdo da taxa de crescimento dos frangos de
carne com o aumento da dose da macroalga na dieta (10 a 30%) associada a uma reducéo
da ingestéo, devido a uma menor palatibilidade da dieta contendo a macroalga. Os ultimos
autores sugerem que o conteldo em polissacaridos indigestiveis seria o responsavel pela
diminuicdo do desempenho produtivo dos animais. Nos estudos de Costa et al. (2022) e
Pestana et al. (2020) reportaram que 15% da macroalga, Laminaria digitata, ou da microalga,
Arthrospira platensis, com ou sem adi¢cédo de enzimas exdgenas, prejudicou o crescimento dos
frangos. Os resultados refutam a hipotese inicialmente colocada de que a incorporagéo de
macroalga aumentaria o potencial antioxidante da carne. De facto, as concentracfes de
homélogos da vitamina E, como os compostos antioxidantes a-tocoferol e y- tocoferol,
diminuiram nos tratamentos com a macroalga em comparacdo com o controle. Para além
disso, os niveis de malondialdeido (TBARS) na carne ndo se alteraram com a incorporacao
da U. lactuca, o que indica a incapacidade da alga em diminuir a sua peroxidacgéo lipidica. A
reducdo do teor em a- tocoferol e y- tocoferol na carne foi também reportado por Pestana et
al. (2020), aquando da alimentacdo de frangos com 15% de A. platensis. De forma
semelhante, a diminuicdo dos teores de vitamina E foi verificada por Jesus et al. (2020) na
coxa de frangos alimentados com dietas contendo 10% de Chlorella vulgaris, ndo protegendo
assim a carne da oxidacgao lipidica. Este aspeto é relevante, na medida em que o aumento a-
tocoferol no organismo das aves provoca um aumento da resisténcia ao estresse oxidativo
imposto por varios entressorres externos, como previamente demonstrado no sémen de galos
alimentados com dietas suplementadas com vitamina E (Surai et al. 2019). Em outros animais
monogastricos, ou seja, nos suinos, a suplementacdo de vitamina E acima da exigéncia
nutricional (10, 100 ou 200 mg/kg de racao) foi eficaz na reducéo da oxidacao lipidica da carne
(Buckley et al. 1995). A diminuicdo da vitamina E pode entdo levar a uma diminuicdo da
resisténcia dos animais ao estrese oxidativo e da oxidacao lipidica da carne. Assim sendo,
pode ser importante fortificacdo as dietas dos frangos com vitamina E, visto que as
guantidades desta séo varidveis com as condi¢des de cultivo e também com o processamento
(ex.: secagem) a que as macroalgas estao sujeitas (Costa et al. 2021).

Considerando o contetido do antioxidante -caroteno na carne de frango, verificou-se,
no presente estudo, 0 seu aumento com a incorporacdo da U. lactuca. Este resultado vai ao

encontro do aumento de carotenoides totais na carne de frangos do mesmo ensaio,
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previamente relatado (Costa et al. 2022), e de outros ensaios com 15% de L. digitata (Costa
et al. 2022) ou de A. platensis (Pestana et al. 2020). No presente estudo, a U. lactuca
apresentava 170 pg/g de B-caroteno, o que explica a riqueza em carotenoides da carne dos
frangos alimentados com a macroalga. Estes valores estdo concordantes com os reportados
na literatura (Costa et al. 2021), embora variem de acordo com as condigdes de cultivo da U.
lactuca (Burg et al. 2013), dependendo se a macroalga € proveniente de produgdo em
ambiente semi-controlado de alto mar, tal como a macroalga aqui utilizada, leitos flutuantes
com fornecimento de agua rica em nutrientes, jangadas (offshore) ou desertos costeiros
(terrestre) (Costa et al. 2021). Como tal, a U. lactuca pode apresentar quantidade
relativamente elevadas de carotenoides (até 163 mg/kg). Embora macroalgas vermelhas,
como a Porphyra sp. (408 mg/kg), e microalgas (ex.: A. platensis, 5040 mg/kg) possam conter
concentracdes maiores destes pigmentos do que a U. lactuca, outras macroalgas podem
conter concentragdes menores, como a Undaria pinnatifida (13.0 mg/kg) e a Laminaria sp.
(29.9 mg/kg) (Costa et al. 2021). Os carotenoides sdo responsaveis por pigmentacdo em
animais, plantas e microrganismos, mas tém um papel crucial em sistemas bioldgicos. Estes
compostos estdo em abundancia no ambiente marinho, com diversidade de estruturas muito
maior do que no ambiente terrestre (Galasso et al. 2017). Os pigmentos sdo variados e
divididos em duas classes quimicas: os carotenos (ex.: licopeno e o a e (3- caroteno), que s&o
compostos de hidrogénio e carbono, e as xantofilas (ex.: astaxantina, fucoxantina e luteina),
gue séo constituidas por hidrogénio, carbono e oxigénio (Galasso etal. 2017; Young and Lowe
2018). O elemento central dos carotenoides € uma cadeia de polieno (“espinha dorsal”’) que
consiste numa série de ligagbes C=C conjugadas, formando moléculas com importantes
propriedades pigmentantes. A sua func&o principal € a de antioxidante, atuando de forma
eficaz na protecdo das células, devido a interacdo com espécies reativas ao oxigénio, como
os radicais livres do oxigénio singleto. Os carotenoides sao afetados pelo ambiente ao seu
redor estando presentes em maior quantidade em algas com sistemas fotossintéticos,
incluindo as microalgas, estando o -caroteno localizado em centros de rea¢cdes com fungéo
protetora. Estes compostos sdo benéficos para a saide humana reduzindo certas doencas
como cancro e doencas cardiovasculares, principalmente devido as propriedades
antioxidantes. Os carotenoides podem mudar o comportamento pro-oxidante para o
antioxidante em fungéo da concentracéo de oxigénio. Num estudo prévio, o B-caroteno agiu
como antioxidante eficaz quando submetido a estresse oxidativo (Young e Lowe 2018).

No presente estudo, os teores de malondialdeido (TBARS) nas carnes do peito e na
coxa dos frangos, que traduzem a peroxidacao lipidica, aumentaram do dia O para o dia 6,
mas nao se alteraram com as 4 dietas experimentais. Estes resultados estdo de acordo com
o reportado por Costa et al. (2022) e Pestana et al. (2020), aquando da incorporacéo de 15%
de L. digitata e Spirulina, respetivamente. No entanto, segundo Costa et al. (2022), os valores
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de malondialdeido foram numericamente mais baixos na carne de frangos alimentados com
dietas contendo L. digitata (0,346 mg/kg) do que com o controle (0,702 mg/kg), o que indica
um ligeiro potencial da macroalga em melhorar a estabilidade oxidativa da carne. Costa et al.
(2022) sugeriu que o aumento em &cidos gordos polinsaturados na carne de frangos
alimentados com U. lactuca predispds a carne para a oxidag&o, mas o simultaneo aumento
em carotenoides com uma agéo antioxidante fez com que ndo ocorresse alteragdo nos niveis
de malondialdeido.

No presente estudo, ndo houve alteragao significativa do colesterol na carne do peito
e da coxados frangos. Tal resultado esta de acordo com Costa et al. (2022) ap6s a utilizagéo
de 15% de L. digitata, suplementada ou ndo com carboidrases, na dieta de frangos.
Contrariamente, Abudabos et al. (2013) observou menores concentracdes de colesterol na
carne de frangos que receberam 1% e 3% de U. lactuca do que a dieta controle. Segundo
Carvalho et al. (2009), o efeito hipocolesterolémico da macroalga pode dever-se ao seu alto
teor em fibra em oposi¢do ao teor em gordura, a qual, como reportado por Abudabos et al.
(2013), é essencialmente rica em acidos gordos polinsaturados (6mega-3 e -6). No estudo
efetuado por Alagan et al. (2020), os niveis de colesterol sérico entre os dias 30° e 60° do
ensaio experimental diminuiram nas galinhas alimentadas com 3% de U. lactuca,
comparativamente ao controle. A reducéo significativa nos niveis de colesterol e triglicerideos
mostrou que a carne produzida apos suplementagdo da macroalga resultaria na producéo de
carne magra que poderia ser consumivel para pacientes com disturbios cardiacos e condigdes
hipertensivas. Noutro estudo realizado por Cafiedo-Castro et al. (2019), a utilizagdo de Ulva
rigida como aditivo alimentar em propor¢des de 2,4 e 6 % causou uma diminui¢cdo dos niveis
séricos de colesterol total e triglicerideos relativamente ao controle, realcando, assim, 0s
efeitos pré-bidticos da macroalga. As variagdes sazonais na composi¢ao nutricional da U.
lactuca, as quais sdo dependentes das condicdes de cultivo, podem explicar a discrepancia
de resultados encontrados na literatura.

Portanto, pesquisas adicionais séo necessarias para determinar a incorporagéo ideal
de U. lactuca e os beneficios potenciais da suplementacdo enzimética em dietas para animais
monogastricos.
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7. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo permitiu concluir que a inclusdo de 15% de U. lactuca na dieta de
frangos de carne ndo impactou negativamente o desempenho produtivo dos animais.
Notavelmente, observou-se um enriquecimento de carotenoides antioxidantes, em
particular o B-caroteno, na carne. Esta descoberta ressalta o valor nutricional da U. lactuca
como fonte de compostos bioativos e o seu potencial para melhorar o perfil nutricional da
carne de frango. No entanto, a pesquisa revelou que o potencial antioxidante global da
carne ndo foi significativamente alterado, e os niveis de vitamina E apresentaram uma
reducdo com a incluséo da macroalga. Este resultado sugere uma necessidade de
fortificac&o da dieta com vitamina E para equilibrar a composi¢c&o nutricional da carne. A
suplementagcdo com misturas enzimaticas comerciais e ulvano liase ndo demonstrou
impacto substancial na maioria dos parametros avaliados. Contudo, a adicdo de ulvano
liase resultou numa diminuicdo do desempenho produtivo, 0 que pode ser atribuido a
libertacao de polissacéaridos indigestiveis da biomassa de U. lactuca. Este achado indica a
necessidade de investigar niveis de inclusdo de U. lactuca inferiores a 15% para otimizar
os beneficios nutricionais sem comprometer o crescimento dos animais.

Por ultimo, a incorporacdo de U. lactuca na dieta de frangos de carne emergiu
como uma estratégia promissora para o desenvolvimento de praticas de pecudria mais
sustentaveis. Esta abordagem pode oferecer beneficios tanto em termos de eficiéncia
produtiva quanto na melhoria da qualidade nutricional da carne, alinhando-se assim com
0s objetivos de uma producédo animal mais sustentavel e responsavel.

Futuras investigacOes serao necessarias para avaliar os efeitos das carboidrases
sobre a digestibilidade dos nutrientes em frangos de carne. Tais estudos contribuirdo para
uma melhor compreensao de como as enzimas podem otimizar a utilizacdo de macroalgas
na alimentagéao animal.
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