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Resumo

Efeito da incorporacdo de Arthrospira platensis na dieta dos frangos isoladamente ou
combinada com enzimas exdgenas no desempenho zootécnico dos animais e ha

qualidade da sua carne.

Este estudo avalia o efeito da alimentacdo prolongada (do 7° ao 35° dia) com um
elevado nivel de inclusdo (15%) de Arthrospira platensis, vulgarmente conhecida como
espirulina, em combinacdo com enzimas (principalmente peptidases), no desempenho
zootécnico e qualidade da carne de frangos. O ensaio envolveu 120 frangos, da
linhagem Ross 308, machos, que foram alojados em 40 gaiolas, cada uma continha no
maximo com trés frangos. Apos adaptacéo de sete dias com uma dieta a base de milho,
as aves receberam uma das seguintes quatro dietas, por um periodo de 28 dias: 1) uma
mistura dieta a base de milho e soja no grupo controlo (CON); 2) a dieta base com
incorporacdo de 15% de espirulina (SP); 3) a dieta base com incorporacdo de 15% de
espirulina suplementada com 0,025% de enzima comercial VemoZyme® P (SPV); 4)
dieta base com incorporacdo de 15% de espirulina suplementada com 0,10% de
pancreatina suina (SPP). De acordo com os resultados obtidos, o grupo controlo
apresentou maior peso corporal (p<0,001), maior ganho de peso corporal (p<0,001) e
menor indice de converséo alimentar (p<0,001) do 7° ao 21° dia, em comparag¢do com
0s grupos alimentados com espirulina. O peito e a coxa de frangos alimentados com
dietas a base de espirulina, apresentaram valores significativamente superiores de n-3
PUFA (p<0,001), todavia a razdo n-6/n-3 PUFA (p<0,001) e os niveis de a-tocoferol
(p<0,001) diminuiram em relagédo ao grupo controlo. O teor de colesterol total também
diminuiu (p<0,001) na carne do peito nos grupos que foram alimentados com dietas
incorporadas com espirulina. Em concluséo, a inclusdo de 15% de espirulina na dieta
de frangos de carne durante um periodo prolongado, tanto isoladamente como em
combinacdo com enzimas exdgenas, diminuiu o desempenho zootécnico dos frangos

mas melhorou a qualidade nutricional da carne.

Palavras-chave: Arthrospira platensis, enzima alimentar, frango de carne, qualidade da

carne.



Abstract

Effect of incorporating Arthrospira platensis into the chicken diet alone or combined with
exogenous enzymes on the zootechnical performance of the animals and the quality of

their meat.

This study assessed the effect of prolonged feeding (from the 7th to the 35th day) with a
high level of inclusion (15%) of Arthrospira platensis, commonly known as spirulina, in
combination with enzymes (mainly peptidases), on growth performance and quality of
broiler meat. The experiment involved 120 male Ross 308 chickens, which were housed
in 40 cages, each housing a maximum of three chickens. After acclimatization for seven
days to a corn-based diet, birds received one of the following four diets for a period of 28
days: 1) a mixture of corn and soy in the control group (CON); 2) a mixture incorporating
15% spirulina (SP); 3) a mixture of 15% spirulina supplemented with 0.025% commercial
enzyme VemoZyme® P (SPV); 4) a mixture rich in 15% spirulina supplemented with
0.10% porcine pancreatin (SPP). According to the results obtained, the control group
presented greater body weight (p<0,001), greater body weight gain (p<0,001) and lower
feed conversion ratio (p<0,001) from the 7th to the 21st day, compared to the groups fed
with spirulina. The breast and thigh of chickens fed spirulina-based diets showed
significantly higher values of n-3 PUFA (p<0,001), however the n-6/n-3 PUFA ratio
(p<0,001) and the levels of a-tocopherol (p<0,001) decreased compared to the control
group. Total cholesterol content also decreased (p<0,001) in breast meat in groups that
were fed a diet containing spirulina. In conclusion, the inclusion of 15% spirulina in the
diet of broiler chickens for a prolonged period, both alone and in combination with
exogenous enzymes, decreased the zootechnical performance of the chickens but

improved the nutritional quality of the meat.

Keywords: Arthrospira platensis, feed enzyme, broiler chickens, meat quality
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Introducao

Os objetivos da agricultura e avicultura moderna perpassam a produgdo em
condicbes econdémicas e sustentaveis, compativeis com o bem-estar animal e com
garantia de seguranga ao consumidor. Porém, fornecer alimentos de alta qualidade para
a crescente populacdo mundial com recursos naturais limitados é um desafio para a
indastria avicola.

Nas ultimas décadas, a producdo avicola passou por avancos notaveis para se
adaptar aos desafios emergentes e as mudangas no consumo e nas expectativas do
consumidor. Entretanto, esses avancos refletem a necessidade de um sistema de
producdo de proteina animal que considere 0s aspetos sociais, econdmicos e
ambientais da sustentabilidade (Castro et al., 2023).

Inclui-se nesse aspeto, a necessidade de explorar novas fontes de alimento a serem
incluidas na dieta animal e na formulacdo de ragfes, além das convencionais milho e
soja, visto que o0 uso em larga escala desses alimentos convencionais, aumenta a
competicdo entre a utilizacdo na alimentacdo humana e animal (Mishra et al., 2023).

Essa necessidade de adaptacéo destaca o aspeto dinamico da industria avicola e o
seu esforgco continuo para produzir uma fonte de proteina segura, econdmica,
condizente com a preservacao do ambiente e aliada ao bem-estar animal.

Na vanguarda do processo de investigagdo de novas fontes alimentares, encontram-
se as microalgas. Podem ser incluidas na alimentacéo animal de maneira segura e sao
adequadas para beneficiar o estado de saude e a qualidade dos produtos de frangos de
carne (Zampiga et al.,, 2023). Sdo conhecidas por apresentarem uma composi¢cao
quimica que Ihes confere alto valor nutricional. Espécies como a Arthrospira platensis,
vulgarmente conhecida como espirulina, podem apresentar até 70% da sua biomassa
em conteudo proteico (Torres-Tiji et al., 2020).

Entretanto, a digestibilidade e bioacessibilidade dos seus componentes, tornam-se
um desafio devido a natureza resiliente da sua parede celular (Bécker et al., 2020). Esse
problema pode ser mitigado ao utilizar enzimas exdgenas ara aumentar a
biodisponibilidade de proteinas e outros constituintes das microalgas.

Assim sendo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o impacto da incorporagédo de
espirulina nas dietas de frango de carne, isoladamente ou em combinagc&o com enzimas
exdgenas (comercial VemoZyme® P ou pancreatina suina) no desempenho zootécnico

das aves e na qualidade da sua carne.



1. Revisao Bibliografica
1.1. Industria avicola na atualidade

1.1.1. Producao e consumo

Os frangos de carne e as galinhas poedeiras fornecem a maior parte dos produtos
avicolas destinados ao consumo humano. A selecdo genética elevou drasticamente a
produtividade e a eficiéncia, conduzindo a obtencdo de uma proteina animal econémica
e de alta qualidade para humanos (Korver, 2023).

No ano de 2021, a producdo mundial total de carne de frango, alcancou o valor
aproximado de 121 milhdes de toneladas de carne, sendo que o continente europeu foi
responséavel por 16,4% desse total e os continentes americanos foram responséaveis
pela maior parcela da producéo com 42% do total produzido (Figura 1). Os trés maiores
produtores de carne de frango sdo os Estados Unidos, a China e o Brasil, com 20,6,
14,7 e 14,6 milhGes de toneladas, respetivamente (FAOSTAT 2023).

Média entre os anos 2011-2021

W Africa ®m Américas ®Asia = Europa M Oceania

Figura 1. Participacéo dos continentes na producdo de carne de frango

No mesmo ano, o continente europeu atingiu uma producdo de aproximadamente
19,5 milhdes de toneladas de carne de frango, sendo os paises membros da Unido
Europeia (UE) responsaveis pela producao de 10,7 milhdes de toneladas. Em Portugal
(Figura 2), a producédo no ano de 2021 alcancou a média de 300 mil toneladas de carne
(FAOSTAT, 2023).
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Figura 2. Producéo de carne de frango em Portugal

A producao global de carne sera impulsionada principalmente pelo crescimento na
producdo de carne de aves. Mundialmente, o consumo de aves, suinos, bovinos e
ovinos deverd crescer 15%, 11%, 10% e 15%, respetivamente, até 2032. Espera-se que
a carne de aves represente 41% da proteina consumida, em 2032, seguidas pelas
carnes suina, bovina e ovina (OECD-FAO, 2023).

Numa base per capita o consumo global de carne de aves em 2022 esteve na média
de 14,9 kg/ano/pessoa, sendo a carne de frango a mais consumida no mundo. Israel
assumiu a lideranca com um consumo médio de 65,4 kg/ano/pessoa, seguido dos EUA
com 50,9 kg/ano/pessoa e Malasia com 50,1 kg/ano/pessoa (OECD-FAO, 2023).

Este consumo devera aumentar 2% até 2032, principalmente aliado ao aumento do
consumo de carne de aves. Ha varios fatores que concernem, em especial, 0 menor
preco das carnes de aves quando em comparagdo com outros tipos de carne e a
combinacdo saudavel de proteinas e baixo teor de gordura. Além disso, existe uma
tendéncia crescente entre os consumidores de se tornarem cada vez mais sensiveis ao
bem-estar animal e as questbes ambientais. Nesse sentido, as producdes avicolas
apresentam a menor pegada de carbono (OECD-FAO, 2023).

O aumento do consumo de aves na Ultima década foi impulsionado pelo aumento
do consumo na Asia, particularmente na China, India, Indonésia, Paquistéo e Filipinas.
Essas tendéncias continuaréo, contudo, prevé-se que o consumo cresga rapidamente
noutras regides, incluindo o Brasil, a Africa Subsariana e os EUA. Refletir-se-a o papel
significativo e crescente da introdugdo de carne de aves nas dietas em todo o mundo
(OECD-FAO, 2023).

Tais mudancgas no consumo e producao também refletem a dindmica da industria
avicola que, constantemente, adapta-se aos desafios emergentes. Para isso, incluem-
se 0s aspetos da genética, da sustentabilidade, da disponibilidade de ingredientes, do
mercado e da cadeia de suprimentos, assim como, de mao de obra e automacao de

processos. Importante ressaltar que um dos grandes desafios para a industria avicola é
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atender as mudancgas nas expectativas e perce¢des do consumidor (Castro et al., 2023).
Ha uma elevada pressao na industria e no retalhista para oferecerem aos consumidores,
alternativas alimentares que sejam coniventes com o bem-estar animal e a
sustentabilidade (Lusk, 2018).

1.1.2. Caracteristicas da carne de frango

A producdo avicola continua a desempenhar um papel crescente no
fornecimento de proteina animal segura, nutritiva e acessivel a crescente populacdo
global devido ao seu ciclo de vida mais curto e a elevada eficiéncia alimentar quando
comparada com outras espécies pecudrias (Castro et al., 2023). Além disso, a carne
das aves equipara-se favoravelmente a outros produtos de origem animal,
principalmente em termos de conteddo proteico, de aminoacidos essenciais, de
micronutrientes e de calorias (Korver, 2023).

Todavia, a depender da estirpe ou do musculo a ser analisado, estas propor¢des
dos macronutrientes diferem, tal qual acontece com outros micronutrientes, como
vitaminas, acidos gordos ou elementos minerais. Certos fatores, como a idade, sexo,
método de maneio, dieta, também colaboram para as discrepantes proporcdes dos
elementos constituintes (Mlaga et al., 2022).

A carne de frango é constituida por 60-80% de agua e tem um alto teor proteico
em torno dos 23-25% no peito e 18% na coxa. Os principais aminoacidos sao glutamina,
asparagina, lisina, leucina, arginina e alanina. A composicdo em aminoacidos €&
relativamente estavel, todavia, algumas variacdes podem ocorrer devido a modulacao
da ingestao de aminoacidos nas dietas para frangos (Baéza et al., 2021).

A fragcdo mais variavel da composicao nutricional € a dos lipidos, o teor médio de
gordura é de 1,3% no peito e 4,5% na coxa. Sendo os triacilgliceréis, os mais
abundantes na sua composicao lipidica, com uma média de 0,7% no peito e 3% na coxa
de frango. O teor de fosfolipidos é de 0,6% no peito e 0,8% na coxa (Baéza et al., 2021).

Os acidos gordos (AG) na carne de frango, consistem aproximadamente em 1/3
de acidos gordos saturados (SFA), 1/3 de acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e 1/3
de acidos gordos polinsaturados (PUFA), na sua composicao geral. O acido oleico é o
principal MUFA (5/6), seguido do &cido palmitoleico (1/6). Os principais PUFA,
geralmente, sdo os &cidos linoleicos e araquidonicos. O principal fator variante na
composicao de AG na carne de frango é a composicao de AG da dieta (Baéza et al.,
2021).

A carne de frango tem diferentes niveis de colesterol, considerado o mais

importante dos ester6is animais, dependente do musculo analisado, sendo de



aproximadamente 199 mg para a coxa sem pele e 115 mg para o peito sem pele. Estes
valores sdo determinados para cada 100 g do alimento. Outros autores descrevem
diferentes niveis de colesterol na carne de frango, variando de 30 a 120 mg/100 g
(Baéza et al., 2021).

Os o6leos de palma aumentam as propor¢cdes de cadeia curta e acidos gordos
saturados. A gordura animal enriquece os depositos lipidicos do frango com acidos
palmitico e esteérico. Por outro lado, com éleos vegetais, as propor¢cdes de PUFA com
18 atomos de carbono aumentam. Ja os 6leos marinhos aumentam significativamente
as proporcdes de PUFA de cadeia longa (Baéza et al., 2021).

O uso de 6leos de peixe ricos em n-3 PUFA é uma maneira eficaz de garantir a
ingestao diaria de AG na dieta de frangos. Entretanto, os 6leos de peixe podem ser
substituidos pela suplementagéo por microalgas, assim como também é possivel utilizar
Oleos de linhaca e colza (Baéza et al., 2021).

O conteudo mineral, principalmente de célcio, fésforo e potassio, da carne de
aves é em média de 1,1%. Esse valor é pouco afetado pela alimentacéo ou por fatores
de criacdo, desde que a ingestdo desses minerais seja suficiente para suportar as
necessidades do animal. A carne de aves também contém diferentes micronutrientes
como vitaminas, pigmentos carotenoides e oligoelementos, cuja composicdo sera
dependente da ingestdo diaria nas dietas de frangos (Michalczuk et al., 2017).

Os antioxidantes influenciam na capacidade de retencdo de agua na carne de
frango, quando se eleva a quantidade de selénio fornecida na dieta de 0,15 a 0,600
ppm, ha reducédo na perda de suculéncia apos o cozimento da carne (Oliveira et al.,
2014). A suplementacédo alimentar com 40 ou 80 ppm de zinco também aumenta a
capacidade de retengdo de 4gua em comparacéo aqueles que ndo sdo suplementados.

No entanto, as propriedades intrinsecas da carne de frango podem evoluir para
a ocorréncia dos processos de oxidagao lipidica e proteica, o que implica diretamente
na sua qualidade. A estabilidade oxidativa depende do tipo de musculo e da espécie
das aves. A coxa de frango apresenta maior teor lipidico do que o peito e, portanto, sdo
mais suscetiveis a oxidacao (Baéza et al., 2021).

A estabilidade oxidativa é igualmente influenciada pela alimentacdo fornecida
aos frangos, pois reflete no conteddo lipidico, niveis de PUFA e antioxidantes presentes
na carne, assim como pelo método de conservacao da carne fresca (Cortinas et al.,
2005). Todavia, o uso de antioxidantes na alimentacdo limita a suscetibilidade a
oxidagdo da carne, a suplementagdo com vitamina E, por exemplo, pode limitar a

formacao de produtos de oxidacdo do colesterol (Baéza et al., 2021).



1.1.3. Desenvolvimento da nutricao de frangos

Nos ultimos anos, os elevados custos da alimentagdo e da mao-de-obra tém
constituido desafios significativos para os produtores de carne em todo o mundo. Os
custos da alimentacgao representam uma parcela significativa do custo total da producao
de carne. Atender as necessidades de proteina nas dietas das aves contribui
consideravelmente para os altos custos de alimentacgéao.

A maior parte das necessidades proteicas da dieta de um animal € fornecido por
fontes de proteina vegetal. Em todo o mundo, tradicionalmente, as fontes de energia
mais comumente utilizadas sao as providas pelo milho e a soja. No entanto, cereais
como o trigo, sorgo e outras culturas oleaginosas também s&o usadas em formulacdes
de racdes em todo o mundo. O farelo de soja € uma das fontes de proteina preferidas
no fabrico de racdes para aves, e 0 seu conteudo proteico varia entre 40-48% a
depender do processo de extracao (Beski et al., 2015).

O alto teor de proteinas é o principal atrativo para o uso de oleaginosas na
alimentacdo animal, a fim de maximizar a producao pecuéaria. Visto que, € um nutriente
necessario para a sintese dos tecidos, reproducdo, homeostase. Deficiéncias proteicas
podem resultar em perda de peso, diminuicdo da producdo e ma desempenho no
crescimento (Fawcett et al., 2022).

A digestibilidade de dietas a base de milho e farelo de soja é restrita a cerca de
80% para frangos de carne. Esse fator é devido, principalmente, a presenca de
polissacarideos ndo amilaceos no milho e na soja. As fragcbes de fibra nestes
ingredientes alimentares sao insollveis por natureza e, portanto, a viscosidade ndo é
um problema para frangos alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja (Rao
et al., 2021).

No entanto, 0 aumento previsto na producdo de alimentos para animais esta a
aumentar a discussdo quanto as questbes ambientais, econdémicas e sociais
relacionadas a produgéo, processamento e transporte da soja (Zalles et al., 2019; Song
et al,, 2021). Estas preocupacdes com a sustentabilidade estdo a impulsionar a
identificac@o de fontes alternativas de proteinas nas dietas de aves, sem comprometer
o desempenho zootécnico e do estado de saude (Zampiga et al., 2023).

Ha uma tendéncia na industria avicola e no desenvolvimento nutricional de aves
que consiste no uso de ingredientes naturais como fontes alternativas aos
antimicrobianos promotores de crescimento ou outros produtos quimicos. As
microalgas, por exemplo, s&o alimentos naturais de alto valor nutricional e que, portanto,
poderédo ser ingredientes promissores nas dietas de frangos (El-Hady e El Ghalid, 2018;

Zampiga et al., 2023).



1.2. Microalgas como fonte alimentar e de sustentabilidade

A fome global em 2022 permaneceu muito acima do niveis pré-pandémicos. A
propor¢do da populacdo mundial que enfrenta a fome crénica em 2022 foi de cerca de
9,2% em comparagao aos 7,9% em 2019. Depois de aumentar acentuadamente em
2020 devido a pandemia, estima-se que a fome afetou entre 691 e 783 milhdes de
pessoas no mundo em 2022. Sendo que a componente mais importante da fome é falta
de ingestao caldrica e proteica apropriada (UNICEF, 2023).

Para alimentar os atuais 735 milhdes de pessoas que passam fome e os 2 mil
milhGes de pessoas adicionais esperados até 2050, € necessdria uma mudanca
profunda no sistema alimentar e agricola global. Transformar os sistemas alimentares,
investir em praticas agricolas sustentaveis e mitigar o impacto da pandemia na nutricao
sao imperativos no combate a fome (United Nations, 2023).

Concomitantemente, espera-se que a populacdo mundial aumente para 9,7 mil
milhdes em 2050 (United Nations, 2023) e que, juntamente com o aumento do padréao
de vida e a urbanizag&o, gerem um recrudescimento no consumo de ovos e carne nas
proximas décadas. Assim sendo, assume-se uma maior procura por ingredientes para
fabrico de racdes, especialmente do farelo de soja, comumente utilizado na formulagéo
de racdes para aves, suinos e bovinos (Pootthachaya et al., 2023). Contudo a escassez
de recursos convencionais como milho e a soja, aliada ao aumento drastico no valor das
commodities, corroboram com a necessidade de encontrar novas fontes alternativas de
proteinas. Nesse sentido, tornam-se as microalgas, potenciais ingredientes sustentaveis
para uso em racfes (Mishra et al., 2023).

Che et al. (2022) afirmaram que as microalgas sdo a fonte mais promissora de novos
produtos alimentares. As microalgas sao microrganismos fotossintetizantes que vém
demonstrando similaridades quanto as fracfes lipidicas e proteicas, quando
comparadas as culturas oleaginosas. Podem fornecer maiores rendimentos por area e
maiores taxas de fixacdo de CO; (Fawcett et al., 2022). Tém sido exploradas na inddstria
para producéo de biodiesel, suplementos dietéticos, racdes para animais, cosméticos,
produtos farmacéuticos e no tratamento de aguas residuais (Madeira et al., 2017;
Molazadeh et al., 2019).

Na UE, a Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA) afirma que os
alimentos que foram significativamente consumidos no territério da UE antes de maio
de 1997 sao considerados seguros ao serem consumidos e, qualquer outro alimento, a
excecdo dos geneticamente modificados (GMO), apds esse periodo, sdo rotulados
como novel food (EFSA, 2023). O regulamento (UE) 2015/2283 do Parlamento Europeu

garante que os novos alimentos devem ser submetidos a procedimentos para proteger
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a saude publica. De acordo com a regulamentacao de 1997, a UE incluiu algumas
espécies de microalgas na lista de alimentos autorizados para mercado dentro da UE,
dentre elas a Arthrospira platensis. Essa microalga foi também considerada segura para
consumo em paises como Canadd, China, india e Jap&o (Torres-Tiji et al., 2020).

A biomassa de microalgas oferece diversas oportunidades para o crescimento
sustentavel de diversas industrias, 0 que torna sua utilizacdo relevante para o
desenvolvimento sustentavel. Podem ser encontradas numa grande variedade de
ambientes aquaticos que contém nutrientes inorganicos (como carbono, nitrogénio,
fésforo e outros oligoelementos) e luminosidade (Oliveira et al., 2022).

Além disso, possui alto rendimento de biomassa por area de producdo e tém a
capacidade de ser cultivada em terras ndo araveis usando agua potavel ou néo e,
também, em &guas mais salinas, 0 que a torna atrativa para utilizacdo em projetos
sustentaveis de larga escala (Torres-Tiji et al., 2020). Sao preferiveis para a economia
circular, pois ndo necessitam de compostos ou processos complicados, requerem
nutrientes leves e essenciais e podem ser cultivados, também, em aguas residuais
(Singh and Mishra 2021).

As microalgas sdo um substituto promissor para as oleaginosas, como a soja, e
podem contribuir para diminuicdo da expansao da atividade agricola tradicional, pois
ndo necessitam de terra aravel, remediando e/ou mitigando os impactos ambientais
oriundos de outras industrias (Correa et al., 2020; Fawcett et al., 2022).

As microalgas tém potencial para serem uma solugdo sustentavel para a
alimentacdo humana e animal, mas € necessario maior estudo e investigacdo para
colocar estes organismos na rota principal da producéo de alimentos (Torres-Tiji et al.,
2020).

1.3. Espirulina, taxonomia, composicao bioquimica e valor
nutricional

A espirulina é uma cianobactéria flamentosa multicelular. Stanier e Van Niel (1962)
classificaram a espirulina como uma alga sob o reino procarionte. De entre 0s seus
géneros, estdo a Arthrospira e Spirulina, sendo a Arthrospira maxima e Arthrospira
platensis as mais conhecidas pelos seus beneficios para a saude e das primeiras a
serem originalmente exploradas como fonte alimentar. Essas espécies também foram
categorizadas no género Spirulina o que, do ponto de vista cientifico, afirma a existéncia
de diferencas, porém gera discordancias quanto a correta taxonomia (Alagawany et al.,
2021). O que se sabe é que ambas foram originalmente e sdo mais comumente
chamadas de espirulina. Dessa forma, mantém-se essa referéncia para a espécie

utilizada nesta investigagdo, a Arthrospira platensis.
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A espirulina é uma microalga azul-esverdeada que cresce nas aguas doces (pH
alcalino entre 7 e 8) da Africa, Asia e América do Sul. E considerada multifacetada pelos
beneficios que apresenta tanto para a saude humana quanto para a saude animal.
Incluiu ficobiliproteinas, a exemplo da ficocianina, com concentracao proteica que varia
entre 55-65%, além de minerais, vitaminas, aminoacidos e acidos gordos essenciais. A
espirulina contém tiamina, riboflavina, piridoxina, vitamina B12, vitamina C,
carotenoides, calcio, ferro e antioxidantes (Abd El-Hady et al., 2022).

As microalgas contém PUFA e proteinas excecionalmente elevados. Os PUFA mais
abundantes sédo o acido docosahexaendico (DHA), acido linoleico (LA), acido alfa-
linolénico (ALA), &cido eicosapentaendico (EPA) e acido araquidonico (AA). A. platensis
contém varios pigmentos como xantofila, clorofila, equinenona, -caroteno, zeaxantina,
mixoxantofila, diatoxantina e cantaxantina. El-Moataaz et al. (2019) apresentaram
valores médios da composi¢ao quimica da espirulina o que ressalta o excecional valor

nutricional da mesma (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica da A. platensis
Elemento Contetdo em A. platensis

Composicdo aproximada (%)

Proteinas 56,8
Hidratos de carbono 13,6
Cinzas 10,1
Lipidos 8,33
Humidade 6,98
Fibras 4,25
Vitaminas (mg/100 g)

Compostos fendlicos 997
Flavonoides 711
B-caroteno 70,0
Vitamina E 60,0
Antioxidante totais 39,2
Niacina 12,2
Riboflavina 3,70
Vitamina B1 3,00

Minerais (mg/100 g)

Ca 364
P 123
Zn 2,60
Fe 12,4



Na 217
K 170

Devido o seu alto valor proteico, a espirulina € bem apelativa com fonte alimentar,
visto que, tem o potencial de substituir os derivados de oleaginosas na alimentagéo
animal, pois as microalgas sintetizam todos os aminoacidos essenciais em grandes
guantidades, a exemplo da metionina e lisina, dois dos aminoacidos mais limitantes nas
dietas dos animais, a exemplo, dos ruminantes.

Para que as microalgas sejam consideradas como potenciais novas fontes de
ingredientes, é crucial o entendimento do fator nutricional e da sua composicao (Torres-
Tiji et al., 2020). As condi¢des de cultura, fase de crescimento e estado fisiologico
dessas microalgas, influenciam diretamente na sua composi¢do bioquimica. Portanto,
para ter acesso ao valor nutricional da espirulina, também de suas vitaminas, minerais
e bioativos, deve-se determinar e/ou modificar a biodisponibilidade de sua biomassa
(Niccolai et al., 2019).

1.3.1. Digestibilidade da espirulina e a utilizagcao de enzimas

Apesar do perfil rico em nutrientes da espirulina, um problema a ser enfrentado ao
utilizar microalgas como alimento € a sua parede celular robusta e a resiliéncia dos seus
complexos proteina-pigmento, conhecidos como ficocianinas, que estdo ligados as
membranas tilacoides das microalgas, e que restringem o acesso das enzimas
digestivas aos componentes celulares (Janczyk et al., 2005).

Por esta razao, a informacéo sobre a digestibilidade da biomassa das microalgas é
de extrema importancia. Modelos de digestéo in vitro sdo amplamente utilizados para o
estudo das mudancas estruturais, de digestibilidade e de libertacdo de componentes
alimentares sob condigbes gastrointestinais simuladas (Niccolai et al., 2019). As
enzimas digestivas mais utilizadas (pancreatina, pepsina, tripsina, quimiotripsina,
peptidase, a-amilase e lipase) advém de coelhos, podem ter origem suina, humana ou
derivarem de sais biliares e mucina (Hur et al., 2011). Sdo enzimas exdgenas
amplamente utilizadas em nutricdo animal, pois promovem o aumento da conversdo
alimentar e melhoram o acesso das enzimas enddgenas aos substratos.

Niccolai et al. (2019) investigaram num modelo in vitro, a digestibilidade de 12
biomassas de microalgas determinada por um método enzimético ao usar pepsina e
pancreatina. A A. platensis atingiu uma taxa de 81% de digestibilidade da proteina bruta,
sendo maior do que a encontrada em alimentos como feijao, aveia e trigo (78%, 72% e

77%, respetivamente). Além disso, Costa et al. (2023) confirmaram o efeito benéfico da
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pancreatina, especialmente quando precedida de um pré-tratamento de extrusdo, na
hidrélise de proteinas potencialmente associadas a ficocianinas.

Contudo, as proteinas libertadas da biomassa da espirulina podem sofrer um
processo de gelificacdo, o que pode resultar no aumento da viscosidade da digesta e,
consequentemente, aprisionar outros nutrientes, o que limita a sua absorcdo em animais
monogastricos. Os autores Pestana et al. (2020) notaram um aumento na viscosidade
da digesta, o que causou um declinio no crescimento em frangos alimentados com um
nivel elevado de espirulina (15% da dieta) suplementada com lisozima. No entanto,
sugeriram que a utilizacdo da enzima pode ter causado a rutura da parede celular da
espirulina no intestino de frangos (Coelho et al., 2020).

Embora o papel benéfico das enzimas exdégenas na melhoria do valor nutricional
das dietas de aves seja de conhecimento de muitos investigadores, ainda permanece
uma lacuna significativa quanto a compreensdo do impacto in vivo no aumento da
bioacessibilidade das proteinas da espirulina para animais monogastricos. Existe uma
escassez de investigacdes que avaliem a combinacao de periodos de alimentacéo de

longa duracao com elevados niveis de inclusdo desta microalga.

1.3.2. Beneficios da utilizacao de espirulina na alimentacao de
frangos

A espirulina é considerada um dos mais ricos nutrientes organicos, fonte natural de
antioxidantes e de componentes que a torna uma boa alternativa a ser usada na
composicdo da dieta animal e avicola em todo o mundo. O uso de A. platensis na
alimentacdo (figura 3) apresenta diversos beneficios como os efeitos
imuneoestimulantes, propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias (Abdel-Moneim
et al., 2022).
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Figura 3. Asbet da dieta suplemeta_da com egpirulina

Mullenix et al. (2021) observaram que a inclusdo de 10% de espirulina em dietas
com baixo teor de proteina, reduziu as citocinas inflamatérias em circulacéo, bem como
a translocacao bacteriana para o figado. Os efeitos dos compostos naturais presentes
na espirulina tém atraido a atencao de investigadores nos ultimos anos. Esse interesse
recrudesce a medida que a proibicdo do uso de antimicrobianos como promotores de
crescimento e o aumento da consciencializa¢cdo dos consumidores sobre o risco do uso
excessivo de antimicrobianos na producao de frangos de carne, fazem-se evidentes na
atualidade (Abdel-Moneim et al., 2022).

A utilizag&o de antimicrobianos na alimentacdo animal gera melhorias na taxa de
conversdo alimentar e ganho de peso corporal, entretanto, sdo beneficios que na
atualidade sédo ignorados, na medida que reduzem a microflora intestinal e promovem o
aumento do desenvolvimento de bactérias resistentes aos medicamentos, levando a
proibicdo da utilizagdo de antimicrobianos em muitos paises. Os promotores naturais
usados na alimentacéo de aves sao preferiveis na manutencdo da saude e seguranca
humana (Abd El-Hady et al., 2022).

Além desses fatores, a combinagéo de alguns compostos naturais da espirulina,
poderia melhorar o desempenho da producdo de frangos de carne, sob estresse
térmico, por meio dos seus efeitos sinérgicos. A alta temperatura é o fator abiético que
potencialmente contribui para a reducéo da produtividade e lucro na indudstria avicola.
Kolluri et al. (2022) alegaram que a incorporacdo da espirulina em agua potavel
fornecida diariamente a frangos de carne, contribuiu para o efeito imunomodulador, anti-
inflamatoério e, portanto, para a melhoria dos atributos de salde e bem-estar em frangos
criados durante a época do verao, sem comprometer a produgao.

Zampiga et al. (2023) afirmaram que uma potencial estratégia para utilizacao de

microalgas na alimentagéo de frangos de carne seria o fornecimento nas primeiras fases
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do ciclo de criacdo das aves, quando dietas com alta concentracdo de proteina bruta

devem ser fornecidas para atender as elevadas nhecessidades de proteinas e

aminoacidos aos animais com capacidade de ingestdo da dieta ainda limitada.
Contudo, ainda € necesséario que mais investigacdes ocorram para que os efeitos

da utilizacao das microalgas, na nutricdo de frangos de carne, sejam mais conclusivos.

2. Objetivos

O objetivo geral do presente estudo consistiu em avaliar o impacto da incorporacao
de 15% de espirulina nas dietas de frango de carne no periodo dos 7 aos 35 dias, na
performance zootécnica dos animais e na qualidade da sua carne. Adicionalmente,
pretende-se avaliar se as incorporacdes de enzimas exdgenas (VemoZyme® P ou a
pancreatina suina) potenciam ou revertem os eventuais efeitos obtidos.

Os objetivos especificos consistem em avaliar os efeitos da incorporagdo da
microalga e das enzimas exdgenas sobre: o desempenho zootécnico dos animais, a
oxidacao lipidica da carne, os teores de colesterol e de vitamina E da carne, o teor de
lipidos totais e a composi¢do em acidos gordos da carne.

3. Material e métodos

Os procedimentos experimentais em animais realizados neste estudo foram
conduzidos em conformidade com as diretrizes e regulamentos éticos. Os protocolos
seguidos foram aprovados pela Comissdo de Etica do Centro de Investigacéo
Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA) e da Comisséo Nacional para a Protecéo
dos Animais Utilizados para fins Cientificos da Diregcdo Geral de Alimentacdo e
Veterinaria (DGAV). Além disso, o estudo respeitou os principios e as diretrizes
especificas definidas na legislagdo da Unido Europeia (Diretiva 2010/63/UE) relativa a
utilizacdo de animais em investigagéo cientifica, assim como os principios da Comissao
de Bem-estar Animal do Instituto Superior de Agronomia da Universidade de Lisboa
(ORBEA/ISA) cujo estudo foi registado com o seguinte numero de protocolo
0421/000/000/2022.

3.1. Maneio dos animais, alimentagcao e preparacao das amostras

O ensaio teve a duracao de 35 dias, os animais foram alojados no Instituto Superior
de Agronomia (ISA). Um total de 120 pintos machos da linhagem Ross 308, com um dia
de idade, foram aleatoriamente alojados em 40 gaiolas com piso de arame (66 cm x 66

cm x 66 cm de dimenséo), cada gaiola continha no maximo trés animais. A sele¢éo das
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aves foi feita com base no peso vivo (PV), com o intuito de obter a maior homogeneidade
possivel entre os animais. As aves foram criadas huma sala ambientalmente controlada
e com iluminacdo adequada seguindo praticas de criacdo padrdo. A temperatura
ambiente (27-28 °C) e a ventilacdo foram monitorizadas continuamente durante todo o
periodo do estudo (do dia 1 ao dia 35).

a ‘~ ¢
g

Figura 4. Gaiolas utilizadas no ensaio

Cada tipo de dieta (n=10) era fornecido a 10 gaiolas que alojavam os frangos. A
quantidade de alimento adicionado e a mortalidade foram registadas diariamente, o
peso corporal e o consumo alimentar foram documentados semanalmente. Apds a
terceira semana, a alimentacgéo foi distribuida duas vezes ao dia, independentemente
da ingestdo. A partir dos registos diarios e semanais, foram calculados o consumo
alimentar, o indice de converséo (IC), o ganho de peso médio diario e a mortalidade.

Durante os primeiros 7 dias, as aves tiveram acesso ad libitum a uma dieta a
base de milho. Do 7° ao 35° dia, as aves foram distribuidas aleatoriamente a uma das
quatro dietas experimentais: 1) dieta controlo a base de milho e farelo de soja (CON);
2) dieta com 15% de espirulina em p6 (Allmicroalgae, Pataias, Portugal) (SP); 3) dieta
com 15% de espirulina em pdé suplementada com 0,025% da mistura enzimatica
comercial VemozZyme® P (VEMO, Sofia, Bulgaria) (SPV); e 4) dieta com 15% de
espirulina em po6 suplementada com 0,10% de extrato de pancreatina suina (Merck,
Darmstadt, Alemanha) (SPP).

A mistura enzimatica comercial, VemoZyme® P, apresentou atividade proteolitica
de 15.000 unidades de tirosina e atividade de amilase de 400 unidades, conforme
declarado pelo fabricante. O extrato de pancreatina suina continha 350 FIP-U/g de
protease, 6.000 FIP-U/g de lipase e 7.500 FIP-U/g de amilase. Todas as dietas foram
formuladas para serem isocaléricas e preparadas no ISA para atender as exigéncias

nutricionais definidas pelo NRC (1994). As amostras da dieta forma analisadas quanto
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a matéria seca (MS) e as composi¢Oes das dietas inicial e de crescimento séo fornecidas

nas Tabelas 3 e 4, respetivamente.

Tabela 2. Composicédo das dietas para frangos de carne do 7° ao 14° dia.

Microalga Dietas

Item Espirulina CON!? SpP? SPV! SPP?
Ingredientes, %

Milho - 50,9 58,3 58,3 58,3
Farelo de soja - 41,8 23,2 23,2 23,2
Oleo de girassol - 3,40 0 0 0
Cloreto de Sodio - 0,400 0,400 0,400 0,400
Carbonato de célcio - 1,15 1,47 1,47 1,47
Fosfato dicélcico - 1,80 1,10 1,10 1,10
DL-metionina - 0,150 0,050 0,050 0,050
L-Lisina - 0 0,060 0,060 0,060
Premix vitaminico-mineral? - 0,400 0,400 0,400 0,400
Espirulina em p6 - 0 15,0 15,0 15,0
VemoZyme®P - 0 0 0,025 0
Pancreatina Suina - 0 0 0 0,100

Conteldo de nutrientes

Energia bruta, MJ/kg MS 18,7 19,1 18,5 18,3 18,2
Proteina Bruta, % MS 52,5 25,5 25,5 26,0 25,7
Gordura bruta, % MS 6,56 6,65 3,87 4,10 3,98
Cinzas, % MS 21,6 7,14 8,93 8,76 8,54

1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base
com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta base com 15% espirulina + 0.10% Pancreatina
suina.

20 Premix fornecia o seguinte por quilograma de dieta: acido pantoténico 10 mg, vitamina D3 2.400 Ul,
cianocobalamina 0,02 mg, &cido félico 1 mg, vitamina Kz 2 mg, &cido nicotinico 25 mg; vitamina Bs 2 mg,
vitamina A 10.000 Ul, vitamina B1 2 mg, vitamina E 30 mg, vitamina B2 4 mg, Cu 8 mg, Fe 50 mg, |1 0,7 mg,
Mn 60 mg, Se 0,18 mg, Zn 40 mg.

Tabela 3. Composicdo das dietas para frango de carne do 14° ao 35° dia

Microalga Dietas
Item Espirulina CON!  sp? SPVl  SPP!
Ingredientes, %
Milho - 55,6 62,2 62,2 62,2
Farelo de soja - 36,9 18,6 18,6 18,6
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Oleo de girassol

Cloreto de s6dio
Carbonato de calcio
Fosfato dicélcico
DL-metionina

L-Lisina

Premix vitaminico-mineral?
Espirulina em po
VemoZyme®P
Pancreatina suina
Conteudo de nutrientes
Energia bruta, MJ/kg MS
Proteina bruta, % MS
Gordura bruta, % MS
Cinzas, % MS

Caélcio, % MS

Fosforo, % MS

Sédio, % MS

Perfil de &cidos gordos, %
14:0

16:0

16:1c9

17:0

17:1c9

18:0

18:1c9

18:2n-6

18:3n-3

20:0

20:1c11

22:0

Perfil de diterpenos, pg/g
a-Tocoferol
a-Tocotrienol

B -Tocoferol

y-Tocoferol + B-Tocotrienol
y-Tocotrienol

8-Tocoferol

Pigmentos, pg/g MS

18,7
52,5
6,56
21,6
1,20
0,001
4,51

0,432
39,7
4,95
0,410
1,88
1,75
6,34
17,8
15,8
0,189
0,9106
0,247

29,5

16

4,00
0,300
1,08
1,60
0,120

0,400

19,1
23,6
7,88
6,41
1,42
0,710
0,299

0,072
9,90
0,133
0,065
0,035
3,05
31,8
51,1
1,27
0,379
0,160
0,580

58,1
4,37
0,512
7,74
10,9
0,904

1,00
0,400
1,39
0,900
0,030
0,050
0,400
15,0
0

0

18,5
23,5
5,19
8,21
1,87
0,593
0,860

0,078
16,1
0,796
0,105
0,215
3,19
27,1
45,4
3,36
0,415
0,204
0,383

57,3
4,36
0,360
6,96
10,1
0,752

1,00
0,400
1,39
0,900
0,030
0,050
0,400
15,0
0,025

18,5
23,1
5,30
8,27
2,21
0,700
1,03

0,119
16,2
0,797
0,122
0,222
2,56
26,7
46,3
3,43
0,426
0,206
0,391

51,1
3,77
0,367
7,46
10,6
0,687

1,00
0,400
1,39
0,900
0,030
0,050
0,400
15,0

0,100

18,4
23,3
5,14
8,19
2,01
0,660
0,946

0,113
15,9
0,776
0,123
0,221
2,58
27,4
45,9
3,46
0,431
0,215
0,393

47,5
4,29
0,342
6,81
10,2
0,751



B-Caroteno 294 1,34 115 121 107

Clorofila a3 1600 13,3 504 517 538
Clorofila b* 1404 26,8 74,0 67,0 70,9
Total clorofila® 3004 40,0 578 584 608
Total carotenoides® 447 2,17 152 154 161
Total clorofila e 3450 42,2 730 738 769

carotenoides’
Minerais, mg/kg MS

Macrominerais

Célcio (Ca) 12010 14202 18735 22143 20110
Magnésio (Mg) 8894 1955 1526 1912 1869
Potassio (K) 3230 11961 10587 11501 11161
Enxofre (S) 67,5 2029 3098 3537 3261
Total 69405 41135 48476 56403 52458

Microminerais

Cobre (Cu) 946 132 153 167 184
Ferro (Fe) 129528 156 241 317 284
Magnésio (Mn) 1123 710 790 960 92,3
Zinco (zZn) 99,0 89,3 768 936 89,3
Total 131697 329 412 523 484
Total macro e 201101 41464 48888 56926 52942

microminerais
1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base
com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta base com 15% espirulina + 0.10% Pancreatina
suina.
MS — matéria seca;
20 premix fornecia o seguinte por quilograma de dieta: acido pantoténico 10 mg, vitamina Dz 2.400 Ul,
cianocobalamina 0,02 mg, &cido félico 1 mg, vitamina Kz 2 mg, &cido nicotinico 25 mg; vitamina Bs 2 mg,
vitamina A 10.000 Ul, vitamina B1 2 mg, vitamina E 30 mg, vitamina B2 4 mg, Cu 8 mg, Fe 50 mg, | 0,7 mg,
Mn 60 mg, Se 0,18 mg, Zn 40 mg.
3 Ca: Clorofila a = 11.24 x A662 nm - 2.04 x A645 nm.
4 Chb: Clorofila b = 20.13 x A645 nm - 4.19 x A662 nm.
5 Ca + b: Total Clorofila = 7.05 x A662 nm + 18.09 x A645 nm.
6 Cx + c: Totais carotenoides = (1000 x A470 nm - 1.90 x Ca - 63.14 x Cb) / 214.

7 Ccc: Total Clorofila and carotenoides = (Ca + b) + (Cx + c).

No dia 35, 40 aves foram abatidas por meio de insensibilizacao pelo sistema de
eletronarcose. Apés o abate foram recolhidas amostras de sangue, musculos da coxa e
peito, aparelho digestivo a partir do papo, moela, duodeno, jejuno, ileo, ceco, pancreas

e figado, e o conteudo dos 6rgdos. Todos os 6rgéos foram pesados e o duodeno, jejuno,
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ileo e ceco foram medidos. Os musculos foram cortados em pequenos pedacos e as
amostras foram distribuidas em papelotes de aluminio, embalados a vacuo (Figura 5) e

armazenadas em refrigeragé@o e/ou ultracongelacéo até posterior analise.

Figura 5. Preparacgédo e acondicionamento das amostras

3.2. Determinacao da oxidacao lipidica na carne

A carne picada do peito esquerdo de cada frango foi dividida em quatro porcdes e
acondicionadas em sacos plasticos. Estas por¢cfes foram armazenadas a 4°C durante
0 e 8 dias. A concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), um
indicador de oxidacao lipidica, foi medida no dia 0 e no dia 8. Pesou-se, em duplicado,
cercade 1,5 g de carne fresca previamente descongelada para 2 tubos Falcon de 50 ml
com tampa. Adicionou-se 1 ml de solucdo aquosa de EDTA 0,3%, e a amostra foi
homogeneizada cuidadosamente. Em seguida, acrescentou-se 5 ml de BHT em n-
hexano a 0,8 %, homogeneizou-se com cuidado, e por fim, adicionou-se 8 ml de acido
tricloroacético (TCA) a 5 %. Logo depois, a suspenséao foi homogeneizada com Ultra-
Turrax durante 30 segundos a 19000-20000 rpm. Centrifugou-se 0 homogeneizado
durante 5 minutos a 1400 g, a seguir, descartou-se a fase superior (n-hexano), e o
volume restante foi filtrado por um filtro Whatman n°1 para um tubo graduado de 16 ml.
O volume do filtrado foi ajustado a 10 ml com solugéo de TCA a 5 % e agitado no vortex
durante 10 segundos. Imediatamente, retirou-se 3 ml de cada amostra da mistura
anterior para um tubo de vidro com tampa (16 ml) e adicionou-se 2 ml de TBA a 0,8 %,
posteriormente foi incubado no banho a 70° C durante 30 minutos, com pequena
agitacdo. Os tubos foram arrefecidos em agua fria durante 5 minutos, medindo-se
depois as absorvéncias a 532 nm contra o branco (mistura de 3 ml TCA 5 % + 2 ml TBA
0,8 %).
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O método espectrofotométrico descrito por Mercier et al. (2004) foi utilizado para
analisar a capacidade do malondialdeido, um produto da oxidacéo lipidica, de formar
um cromogéneo de cor rosa que absorve luz a 532 nm. As medidas foram realizadas
utilizando espectrofotometro UV/visivel (Genesys 150, ThermoScientific, Madison,
EUA). Para quantificacdo de TBARS, foi preparada uma curva de calibracéo utilizando
0 padrao externo 1,1,3,3-tetraetoxipropano (Fluka, Neu Ulm, Alemanha) como precursor
do malondialdeido. Os resultados sdo expressos em miligramas de malondialdeido por

guilograma de carne.
3.3. Determinacao do colesterol total e vitamina E

A determinacao de colesterol total e de vitamina E na carne fresca seguiu o protocolo
descrito por Prates et al. (2006), com detalhes especificos fornecidos por Pestana et al.
(2020), Alfaia et al. (2021) e Costa et al. (2022). As medicdes foram realizadas em
duplicado e as concentracdes foram calculadas com base na técnica de padrdo externo
utilizando uma curva padrédo de area de pico versus concentracédo.

Foram pesadas cerca de 0,75 g de carne fresca, previamente picada, para 2 tubos
de 16 ml. Adicionou-se 0,20 g de acido ascorbico e 5,5 ml de solucdo de saponificacdo
(KOH+H20+etanol), agitou-se de imediato por 10 segundos no vértex para evitar a
aglomeragcdo dos fragmentos da amostra. Logo em seguida, o ar dos tubos foi
substituido por azoto durante 30 segundos. Em seguida, agitou-se em vortex até
dissolver completamente o acido ascorbico, logo depois os tubos foram aquecidos em
banho-maria a 80 °C, durante 15 minutos, com agitacdo a 200 rpm. Os tubos foram
arrefecidos em agua fria durante 1 minuto, acrescentou-se 1,5 ml de 4gua destilada e 3
ml de n-hexano e agitou-se vigorosamente no vortex durante 2 minutos. Posteriormente,
as amostras foram centrifugadas a 2500 g durante 5 minutos. A fase organica (superior)
foi aspirada para tubos de 16 ml, ja previamente com sulfato de s6dio anidro adicionado,
logo a amostra foi agitada em vortex durante 10 segundos. Uma aliquota da amostra foi
filtrada por meio do filtro de seringa hidrofébico 0,45 ym para um frasco de ambar de
1,5 ml para ser analisada por HPLC.

A andlise simultanea do colesterol total e vitamina E das amostras foi realizada
por HPLC (HP1100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) em fase normal
utilizando uma coluna de silica (Zorbax RX-Sil, Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA,
U.S.A)) e dois detetores, o detetor de fotodiodos UV/Vis (para a analise do colesterol ao
comprimento de onda de 202 nm) e o detetor de fluorescéncia (analise de vitamina E
com o comprimento de onda de excitagdo de 295 nm e de emissédo de 325 nm). Como

fase movel utilizou-se 1% isopropanol em n-hexano, v/v e o fluxo de 1 ml/min. A duragdo
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e a temperatura da andlise foram de 20 minutos e 20°C, respetivamente. O teor de
colesterol total e tocoferéis na carne foi calculado, em duplicado, com base no método
do padrdo externo, a partir do método externo usando uma curva padrdo (area do pico

versus concentracao).
3.4. Determinacao dos lipidos totais

O teor de matéria seca (MS) das carnes do peito e coxa foi determinado seguindo o
método descrito por Rosenkranz (1993). As amostras liofilizadas foram obtidas
utilizando um liofilizador (Labogene, CoolSafe, Lillerod, Dinamarca) a -60 °C e 2,0 hPa.
O processo de liofilizacdo consistiu na pesagem de cerca de 20,00 g de musculo, foram
colocados em copo de plastico e congelados durante 24 horas a -18 °C. De seguida as
tomas do ensaio foram colocadas no liofilizador até atingirem peso constante. ApGs a
liofilizag&o, as amostras foram armazenadas em exsicadores até posterior andlise.

Para determinar os lipidos totais nas amostras de carne, bem como na dieta, os
musculos liofilizados do peito e da coxa foram submetidos a extragéao lipidica de acordo
com o procedimento descrito por Folch e Stanley (1957). O procedimento foi
desenvolvido com amostras duplicadas. Os baldes de rotoevaporador (IKA HB10 Basic),
na véspera da realizacdo da andlise, foram previamente tarados e colocados sem
tampas na estufa Struers (Fabr. El. A.B Helios) a uma temperatura de 70 °C.
Posteriormente, os baldes foram retirados da estufa e colocados num exsicador (com
silica gel ativada) e pesados uma hora depois, registando-se os valores. Logo depois,
foram novamente colocados no exsicador até posterior utilizacao.

No dia seguinte, pesou-se 0,150 g de musculo para o tubo de vidro de 16 ml, foi
adicionado 1,5 ml de metanol e deixou humedecer durante cinco minutos. Em seguida,
o tubo foi agitado no vortex durante 10 segundos e colocado em banho-maria
ultrassoénico (Grant, modelo MXB14; Grant Instruments, Cambridge, Inglaterra) durante
cinco minutos a 30 °C, foi necessario agitar os tubos regularmente na metade do tempo.

Sequencialmente, comecaram-se as extragdes. Primeiro foi adicionado 3 ml de
diclorometano, agitou-se no vortex (10 seg.) e, logo depois, novamente ao ultrassom
durante 10 min/30 °C. Logo os tubos foram retirados do ultrassom e centrifugados para
separar a fase sdlida (10 minutos a 2500 rpm), 0 maximo de solvente foi filtrado para
outro tubo de 16 ml por meio da utilizagdo de um filtro normal.

Na segunda extracéo, foi adicionado a fase sélida 4,5 ml de diclorometano: metanol
(2:1), agitou-se no vortex (10 seg.) e, logo depois, novamente ao ultrassom durante 10

min/30 °C. Logo os tubos foram retirados do ultrassom e centrifugados para separar a
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fase sélida (5 minutos a 2500 rpm), o maximo de solvente foi filtrado para outro tubo de
16 ml por meio da utilizacdo de um filtro normal.

Na terceira extracdo, foi adicionado a fase sélida 4,5 ml de diclorometano: metanol
(2:1), agitou-se no vortex (10 seg.) e, logo depois, hovamente ao ultrassom durante 5
min a 30 °C. Logo os tubos foram retirados do ultrassom e centrifugados para separar a
fase sdlida (10 minutos a 2500 rpm), 0 maximo de solvente foi escoado para outro tubo
de 16 ml por meio da utilizacdo de um filtro normal. Foi adicionado ao filtrado 2,7 ml de
solucéo de cloreto de potassio 0,8%, agitou-se no vortex (10 seg.) e foi colocado para
centrifugar (5 minutos a 2500 rpm). Retirou-se a parte inferior com pipeta de Pasteur,
passando por um filtro separador de fases que foi previamente humedecido com
diclorometano, para os bales previamente tarados, como descrito anteriormente.

Os erlenmeyers foram levados ao evaporador rotativo a 40 °C, em seguida a
evaporagao total da amostra, os balées foram colocados em estufa a 40 °C durante duas
horas. Em seguida foram postos no exsicador e foram pesados apés uma hora, esse
passo foi repetido até que ndo houvesse variagdo no peso. A determinacgdo do teor de
lipidos foi efetuada de acordo com a seguinte relacao:

Lipidos totais= AM x 100/m

AM = M2-M1

M2 = massa do baldo com o residuo, expressa em g
M1 = massa do baldo, expressa em g

m = massa da toma de ensaio, expressa em g

O teor em lipidos totais de cada amostra foi calculado pela média aritmética de duas
determinagfes efetuadas em paralelo, aceitando-se um coeficiente de variagéo inferior
a 15 %.

3.5. Determinacao do perfil de acidos gordos

A transesterificacdo combinada dos &cidos gordos totais foi desenvolvida segundo
0 método descrito por Raes e Demeyer (2001). A composicdo de acidos gordos dos
musculos do peito e da coxa foi determinada pela converséo do residuo de acido gordo
em ésteres metilicos de &cidos gordos (FAME). Esta conversao foi realizada utilizando
um procedimento combinado de transesterificacéo béasica e acida.

Primeiramente, dissolveu-se o residuo contido nos bal6es da etapa anterior (3.4) em
1 ml de tolueno seco, agitou-se no vortex até total diluicdo e transferiu-se o contetdo

para tubos de 16 ml. Em seguida, adicionou-se 100 ul do padrédo interno (FAME C21:0
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10 mg/ml) em n-hexano (de grau cromatogréfico) para obter uma concentracao final de
1 mg/ml. Posteriormente, acrescentou-se 3 ml de solucdo de metéxido de sodio 0,5 M,
agitou-se no vortex e, logo depois foi colocado em banho a 50 °C durante 10 minutos,
deixando depois arrefecer a temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 2 ml de
HCL/metanol, agitou-se no vortex e, logo depois foi colocado em banho a 50 °C durante
15 minutos, deixando depois arrefecer a temperatura ambiente. No fim da reacao,
acrescentou-se 2 ml de K,CO3 6% e agitou-se no vortex 10 segundos.

Extraiu-se com 3 ml de n-hexano, em seguida, vértex durante 10 segundos e
centrifugacao (2500 rpm, 1439 g, 5 min). Logo depois, recolheu-se os sobrenadantes
para tubos de 16 ml, previamente adicionados com 0,5 g de sulfato de sddio anidro e
carvao ativado no caso de amostras fortemente pigmentadas. As amostras com carvao
ficaram em repouso durante 15 minutos. Em seguida, agitou-se no vortex novamente, e
fez-se uma centrifugacéo rapida (2500 rpm — 1439 g, 5 min) e aspirou-se o solvente
para tubos de 16 ml. Esses foram evaporados sob corrente de azoto a 37 °C até a
secura, ao residuo foi adicionado 1 ml de n-hexano e, em seguida, aspirado para vial de
GC.

A andlise dos FAME foi realizada seguindo o método descrito por Pestana et al.
(2020). Para a andlise foi empregue cromatografia gasosa, utilizando o cromatografo
gasoso (HP7890A, Hewlett-Packard, Avondale,PA, USA), equipado com detetor de
ionizacdo de chama e uma coluna capilar SupelcowaxTM?*° (30 m; 0,20 mm i.d. e 0,20
mm de espessura capilar), (Supelco Inc., Bellefonte, PA).. A temperatura do injetor e do
detetor foram ajustadas em 250°C e 280°C, respetivamente. O gas hélio foi utilizado
como gas de arraste com um fluxo de 1,0 ml/min, e split de 1:20. A temperatura do forno
do cromatdgrafo a gas foi programada da seguinte forma: uma temperatura inicial de
50°C foi mantida por 4 minutos, seguida de um aumento de 13°C/min até 175°C (mantida
por 20 minutos), e depois um aumento de 4°C/min até 275°C (mantida por 44 minutos).

A quantificacdo dos FAME foi conseguida utilizando éster metilico do &cido
heneicosandico (21:0) como padrao interno e a conversao das areas relativas dos picos
em percentagens em peso. A composicao de acidos gordos resultante foi expressa

como uma percentagem do total de acidos gordos.
3.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o modelo Generalized Linear Mixed (GLM)
do programa SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC) para a maioria das variaveis. Porém,
para os valores de TBARS, foi empregue o procedimento de medidas repetidas no

tempo (PROCMIXED) do SAS. A gaiola serviu como unidade experimental para
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consumo meédio diario da dieta e conversdo alimentar. Para determinar diferencas
estatisticas entre as dietas, foi realizado um teste de comparacdes multiplas
significativas utilizando a op¢ao PDIFF, que foi ajustada pelo método de Tukey-Kramer.
Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo para indicar

diferencas entre grupos.

4. Resultados

4.1. Desempenho zootécnico

A Tabela 5 mostra que os animais alimentados com as dietas incorporadas com
15% de espirulina, do 7° ao 35° dia, apresentaram diminuicdo do peso corporal
comparativamente ao grupo controlo (p<0,001). O padréo persistiu durante todo o
periodo de tratamento (dias 14, 21, 28 e 35), no qual os frangos alimentados com dietas
suplementadas com espirulina apresentaram menores ganhos de peso corporal e

menor ingestdo média diaria da dieta.

Tabela 4. Efeito das dietas no ganho de peso corporal, ingestdo média diaria da dieta e indice
de converséo alimentar.

Item CON? SpP? SPV! SPP? SEM p-value

Peso corporal, g

dia 7 129 135 128 125 6,29 0,726
dia 14 3462 269b 252b 258 13,4 <0,001
dia 21 6702 446b 427 444b 24,1 <0,001
dia 28 10032 6730 657° 697° 38,0 <0,001
dia 35 14502 982b 986" 1005P 51,2 <0,001
Ganho de peso corporal, g

dia7-14 31,08 19,2° 17,8° 19,1° 1,25 <0,001
dia 14 - 21 46,32 25,3° 24,90 26,45 1,87 <0,001
dia 21 - 28 50,92 32,4P 32,8b 36,1° 2,64 <0,001
dia 28 - 35 70,72 51,5° 55,00 58,120 3,57 0,003
dia7-35 48,92 31,4b 31,8° 34,1° 1,80 <0,001
Ingestdo média diaria da dieta, g/gaiola

dia7-14 1142 93,8° 90,2° 89,6 2,67 <0,001
dia14-21 1972 132b 136P 140QP 6,09 <0,001
dia 21 - 28 2572 173 181k 184b 9,57 <0,001
dia 28 - 35 3222 234b 246b 256° 13,4 <0,001
dia7-35 8892 633 653 670° 29,2 <0,001

indice de conversao alimentar
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dia7-14 1,23° 1,582 1,652 1,612 0,031 <0,001

dia 14 - 21 1,51° 1,732 1,692 1,732 0,044 <0,001
dia 21 - 28 1,66 1,70 1,70 1,75 0,061 0,780
dia 28 - 35 1,69 1,78 1,85 1,78 0,068 0,447
dia7-35 1,51° 1,712 1,742 1,732 0,039 0,001

1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base
com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta base com 15% espirulina + 0.10% Pancreatina
suina.

ab_ | etras diferentes dentro da mesma linha indicam uma diferenca significativa (p < 0,05).

SEM, erro padrédo da média

No entanto, a taxa de conversdo alimentar, apresentou valores mais elevados para
0s grupos alimentados com espirulina, independentemente da suplementacdo
enzimatica, em comparacao com o grupo controlo (p=0,001). No entanto, esta tendéncia
foi interrompida entre os dias 21-28 e 28-35, onde nao foram observadas diferencas
significativas na taxa de conversao alimentar entre os quatro tipos de dieta.

4.2. Avaliacao da oxidacao lipidica da carne

A Tabela 6 apresenta os resultados sobre a estabilidade oxidativa da carne de peito
de frango, em relacdo as dietas experimentais (CON, SP, SPV e SPP) durante dois
periodos (dia O e dia 8). A estabilidade oxidativa é avaliada pela medigéo de substancias
reativas ao TBA, especificamente os niveis de MDA. Vale ressaltar que nao foi
encontrada interacao significativa entre a dieta e o periodo. Tanto no dia 0 como no dia
8, os niveis de MDA em todos os tratamentos ndo mostraram diferencas significativas
(p>0,05).

Tabela 5. Estabilidade oxidativa da carne de peito de frango avaliada pelas substancias reativas
ao TBA

CON? Sp? SPVL SPP? SEM p-value
Malondialdeido
(mg/kg)
dia 0 0,17 0,18 0,14 0,15 0,021 | Dieta | Periodo | Dieta*Periodo
0,137
dia 8 0,31 0,27 0,56 0,30 | 0,087 <0,001 0.059

1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base
com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta base com 15% espirulina + 0.10% Pancreatina

suina.
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SEM, erro padrédo da média

No entanto, uma notavel excec¢éao foi observada nos frangos alimentados com a dieta
SPV, a qual mostrou um aumento acentuado nos niveis de MDA entre o dia 0 e 0 dia 8
(p<0,001). Isto indica que a carne proveniente deste grupo estd menos protegida contra

a oxidacao ao fim de oito dias.
4.3. Avaliacao do colesterol total e vitamina E

A Tabela 7 mostra o impacto das diferentes dietas experimentais no perfil de
diterpenos na carne de frangos de carne e a Tabela 8 mostra o teor de colesterol. Os
dados indicam uma diminuicdo acentuada nos niveis de diterpenos, especificamente a-
tocoferol e y-tocoferol+B-tocotrienol, nas carnes de peito e coxa de frangos alimentados

com dietas a base de espirulina quando comparados ao grupo controlo (p<0,001).
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Tabela 6. Perfil dos diterpenos da vitamina E na carne de frango

Carne do peito

Carne da coxa

Diterpenos, pg/g

a-Tocoferol 10,52 2,20 2,630 2,000 0,426  <0,001 9,632 3,80 4,41> 361> 0,428 <0,001
y-Tocoferol+B-Tocotrienol 0,112  0,051° 0,056 0,046° 0,0098 <0,001 @ 0,1142 0,060 0,075  0,056° | 0,005 <0,001
a-Tocotrienol 0,13 0,24 0,16 0,18 0,063 0,663 nd nd nd nd nd nd
B-Tocoferol 0,026 | 0,018° 0,018> 0,018> 0,0011 <0,001 nd nd nd nd nd nd

1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta base com

15% espirulina + 0.10% Pancreatina suina.

abc_ | etras diferentes dentro de uma mesma linha indicam uma diferenca significativa (p < 0,05).

SEM, erro padrédo da média/ nd- ndo detetado

Tabela 7. Teor de colesterol total na carne de frango

Carne do peito

Carne da coxa

Colesterol, mg/g

0,790

0,610°

0,670°

0,620°

0,025

<0,001

0,762

0,809

0,766

0,820

0,043

0,683

1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta base com

15% espirulina + 0.10% Pancreatina suina.

ab-c_ | etras diferentes dentro de uma mesma linha indicam uma diferenca significativa (p < 0,05).

SEM, erro padrao da média
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Para além disso, os diterpenos menores, a-tocotrienol e B-tocoferol, foram
apenas detetados na carne do peito. Os teores de colesterol total no peito dos frangos
alimentados com espirulina foram significativamente menores do que aqueles
alimentados com a dieta controlo (p<0,001). Entretanto, a diferenca nédo foi

estatisticamente significativa ha carne da coxa entre os quatro tipos de dietas.
4.4. Composicao de lipidos e acidos gordos na carne

A Tabela 9 apresenta o teor de lipidos totais e perfil de acidos gordos do peito e
da coxa de frango. Os teores totais de lipidos no peito de frangos alimentados com
espirulina, foram significativamente menores do que aqueles alimentados com a dieta
controlo (p<0,001). Entretanto, a diferenca nao foi estatisticamente significativa na carne
da coxa (p=0,061).

Para o perfil de acidos gordos no peito de frango, houve aumento significativo
(p<0,001) na composicao de diversos acidos gordos (16:0, 17:0, 14:1¢c9, 16:1c9, 17:1c9,
18:1c11, 20:3n-6, 20:4n-6, 20:3n-3, 20:5n-3, 22:5n-3 e 22:6n-3), de &cidos gordos
saturados (p<0,001) e de n-3 PUFA (p<0,001) nos frangos alimentados com espirulina.
Todavia, a incluséo da espirulina levou ao decréscimo na composi¢éo do teor total de
PUFA (p=0,001), de n-6 PUFA (p<0,001), da propor¢céo entre n-6/n-3 PUFA (p<0,001)
e da proporcdo entre PUFA/SFA (p<0,001). Uma observacéo interessante foi a
tendéncia de diminuicdo do contetdo de 18:3n-6 (GLA) com as dietas SP ou SPP, e um
aumento com a dieta SPV (p=0,046). As dietas SPV e SPP também aumentaram
significativamente os contetdos de 18:3n-3 (ALA) (p=0,033) e 20:2n-6 (EDA) (p=0,002),
respetivamente.

Da mesma forma, para a coxa, o0s frangos alimentados com espirulina exibiram
composi¢do maior de certos acidos gordos (16:0, 17:0, 14:1¢9, 16:1¢c9, 17:1¢c9, 18:1c11,
18:3n-3 e n-3 PUFA) em comparag&do com o grupo controlo (p < 0,001). No entanto, o
conteudo de 18:2n-6 (LA) (p=0,003), de 18:3n-6 (GLA) (p=0,001) e a proporg¢édo entre n-
6/n-3 (p=0,022), foram significativamente menores nos grupos alimentados com
espirulina. Houve uma diminuico significativa no teor total de PUFA (p= 0,049) com a
inclusédo de 15% de espirulina. A carne da coxa de frangos alimentados com SP e SPV
apresentou maior teor de 22:6n-3 (DHA) (p= 0,003), de SFA (p=0,008), e uma relacdo
PUFA/SFA (p=0,005) significativamente menor do que o grupo controlo. A composi¢ao
de 20:5n-3 (EPA) (p=0,005), foi significativamente aumentada pelas dietas SP e SPP,

enquanto a dieta SPV reduziu significativamente a percentagem de n-6 PUFA (p=0,022).
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Tabela 8. Teor de lipidos totais e composicdo de acidos gordos na carne de frango

Iltem

Lipidos totais, g/100 g
Composicéo de AG,
g/100 g

12:0

14:0

14:1c9

15:0

16:0

16:1c7

16:1c9

17:0

17:1c9

18:0

18:1c9

18:1cl1

18:2n-6

18:3n-6

18:3n-3

20:0

CON?

Sp!

Carne do peito

1,352

0,022
0,333
0,048°
0,078°
16,6
0,445
1,43
0,158"
0,052
9,10
31,42
1,45b
29,12
0,092
0,454P
0,100

0,819°

0,037
0,368
0,0642
0,101ab
20,78
0,551
2,182
0,2512
0,0862
9,76
26,7°
2,512
21,5°
0,074
0,556
0,114

SPV1

0,952

0,030
0,374
0,060
0,098
21,02
0,525
2,322
0,2462
0,0862
9,35
27,5°
2,532
21,7°
0,100
0,5772
0,110

SPP1

0,881

0,028
0,346
0,068
0,115
20,82
0,586
2,142
0,2532
0,089
9,72
26,0°
2,622
21,9°
0,067
0,555%
0,110

SEM

0,079

0,004
0,017
0,017
0,006
0,286
0,036
0,172
0,011
0,004
0,240
0,828
0,077
0,484
0,009
0,031
0,006

p-value

<0,001

0,067
0,300
0,006
0,034
<0,001
0,058
0,003
<0,001
<0,001
0,183
0,000
<0,001
<0,001
0,046
0,033
0,359
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CON!

2,90

0,021
0,419
0,062°
0,084b
18,4b
0,542
2,280
0,170
0,0632
8,05
35,8
1,390
27,32
0,072
0,465
0,098

S

2,32

0,023
0,4922b
0,0962
0,1132
22,12
0,7412
3,902
0,2732
0,110P
8,11
34,4
2,022
20,80
0,056"
0,7462
0,091

SPV!

SPP!

Carne da coxa

2,39

0,023
0,4962
0,099
0,1022b

22,12
0,715

4,052
0,2902
0,105

7,84
351

2,098

20,2°
0,047°

0,7222

0,089

2,45

0,028
0,455%
0,092
0,115%
21,12
0,709
3,772
0,263
0,0772
7,72
34,7
1,992
21,5
0,061
0,7472
0,093

SEM

0,162

0,002
0,020
0,006
0,007
0,683
0,037
0,244
0,018
0,007
0,271
0,914
0,074
1,37
0,004
0,049
0,005

p-value

0,061

0,076
0,036
0,001
0,018
0,002
0,002
<0,001
0,000
<0,001
0,722
0,714
<0,001
0,003
0,001
0,000
0,636



20:1cl1 0,258°  0,3272 0,351% 0,3822 0,027 0,019 0,268 0,275 0,298 0,287 0,013 0,381

20:2n-6 0,426  0,500° 0,504° 0,6512 0,038 0,002 0,230 0,193 0,185 0,209 0,019 0,357
20:3n-6 0,675> 1,282 1,242 1,382 | 0,063 <0,001 0,383 0,520 0,503 0,508 0,040 0,069
20:4n-6 4,480 6,692 6,052 7,002 0,364 <0,001 1,86 2,36 2,16 2,24 0,260 0,572
20:3n-3 0,018¢ 0,047° 0,046° 0,0622 0,004 <0,001 0,017 0,026 0,023 0,027 0,003 0,133
20:5n-3 0,036  0,1442 0,1332 0,160 0,012 <0,001 0,023 0,0542 @ 0,0412 0,045 0,006 0,005
22:0 0,073 ' 0,0992 0,086% 0,0972* 0,006 0,029 0,047 0,040 0,034 0,041 0,003 0,058
22:1n-9 0,029 0,038 0,046 0,045 0,005 0,060 0,035 0,063 0,073 0,040 0,014 0,194
22:5n-3 0,217°> | 0,6012 0,5402 0,631 0,037 <0,001 0,044 0,056 0,053 0,058 0,005 0,208
22:6n-3 0,154° | 0,4642 0,4172 0,4622 | 0,029 <0,001 0,092> 0,2542 0,2042  0,198% 0,029 0,003
Outros 2,63 4,02 3,73 3,52 0,409 0,111 0,063* 0,163* 0,1632 0,1492 0,021 0,004
Soma parcial de acidos gordos
SFA 26,5P 31,72 31,52 31,68 0,379 <0,001 @ 27,4° 31,32 31,02 29,9% | 0,831 0,008
MUFA 35,2 32,4 33,5 32,0 0,992 0,130 40,5 41,6 42,5 41,7 1,19 0,682
PUFA 35,72 31,90 31,3° 32,90 0,738 0,001 30,5 25,1 24,3 25,7 1,64 0,049
n-6 PUFA 34,82 30,1k 29,6° 31,00 0,704 @ <0,001 29,82 23,92 23,1k 24,5 1,60 0,022
n-3 PUFA 0,880° 1,812 1,722 1,872 0,053 <0,001 0,661° 1,242 1,152 1,172 0,079 <0,001
Proporcéo nutricional
n-6/n-3 39,92 16,80 17,30 16,6° 0,611 <0,001 44 42 19,7° 20,50 22,10 1,71 <0,001
PUFA/SFA 1,352 1,01° 1,000 1,040 0,029 <0,001 1,16° 0,8072 0,790  0,8722 0,077 0,005

1 CON: dieta base de milho/soja, no grupo controlo; SP: dieta base com 15% espirulina; SPV: dieta base com 15% espirulina + 0.025% VemoZyme® P; SPP: dieta
base com 15% espirulina + 0.10% Pancreatina suina.

ab-c_ | etras diferentes dentro de uma mesma linha indicam uma diferenca significativa (p < 0,05). SEM, erro padrdo da média
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SFA =12:0+14:0+15:0+16:0+17:0+18:0+20:0+22:0

MUFA = 14:1c9+ 16:1c7+16:1c9+17:1¢9+18:1c9+18:1c11+20:1¢c11+22:1n-9

PUFA = 18:2n-6+18:3n-6+18:3n-3+18:4n-3+20:2n-6+20:3n-6+20:4n-6+20:3n-3+20:5n-3+22:5n-3+22:6n-3
n-3 PUFA = 18:3n-3+18:4n-3+20:3n-3+20:5n-3+22:5n-3+22:6n-3

n-6 PUFA= 18:2n-6+18:3n-6+20:2n-6+20:3n-6+20:4n-6.

5. Discussao

A presenca de complexos proteicos e pigmentares ligados a membrana tilacoide
(Bdcker et al., 2020; Buecker et al., 2022) da espirulina, associada a recalcitrancia da
parede celular da microalga, dificultam a hidrélise das proteinas das algas. Essas
caracteristicas, comprometem a bioacessibilidade e biodisponibilidade dos nutrientes
(Spinola et al., 2022). Para mitigar esse problema e aprimorar a bioacessibilidade dos
nutrientes das microalgas na carne de frangos, este estudo avaliou a atividade de duas
misturas enzimaticas comerciais nas dietas enriquecidas com espirulina.

Uma das misturas enzimaticas contém peptidase e a-amilase (VemoZyme® P) e a
outra contém peptidases pancreéticas, lipase e amilase (pancreatina suina). Apesar das
informacdes pouco disponiveis sobre a funcdo e aplicabilidade da VemoZyme® P na
nutricdo de aves, outras enzimas do mesmo fabricante, nomeadamente VemoZyme® F
(uma fitase) e VemoZyme® Plus (uma preparacdo enzimatica complexa incluindo
carboidrases), foram utilizadas com sucesso nas dietas para galinhas poedeiras e
frangos de carne, respetivamente (Saleh et al., 2021; Georgieva et al., 2010).

Prevé-se que a pancreatina, como uma mistura enziméatica diversificada, ajude
frangos de carne com trato digestivo imaturo a lidar com mudancas dietéticas, a
exemplo, da transi¢cdo de uma dieta controlo para uma dieta enriquecida com espirulina.
Notavelmente, estudos anteriores empregaram misturas de pancreatina em dietas para
frangos de carne, demonstrando resultados positivos para a digestibilidade da gordura
(Al-Marzoogqi e Leeson, 1999). No entanto, os efeitos desta mistura na degradacao de
proteinas de algas ainda nao foram explorados.

A espirulina é frequentemente utilizada como suplemento ou ingrediente em dietas
de aves, com niveis de incorporacdao que variam entre 0,25% e 20% (Spinola et al.,
2023). Valente et al. (2020) sugeriram que a incorporagdo de microalgas abaixo de 15%
pode aumentar a qualidade da carne sem comprometer o desempenho. Essa evidéncia
também foi comprovada por Park et al. (2018), que comprovaram o efeito benéfico da
espirulina no ganho de peso corporal e na taxa de conversdo alimentar, em dietas
suplementadas com niveis até 1,0% de espirulina. Abdel-Moneim et al. (2022) alegaram
que o peso corporal e 0 ganho de peso corporal foram maiores em dietas de frangos

contendo 6% de espirulina, quando comparadas as dietas sem a microalga.
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Neste estudo, os grupos de frangos alimentados com espirulina, apresentaram
peso corporal e ganho de peso corporal significativamente mais baixos, porém niveis de
conversao alimentar maiores quando em comparacdo ao grupo controlo. Essas
descobertas ecoam os resultados de Pestana et al. (2020) num ensaio envolvendo o
mesmo nivel de inclusdo de espirulina (15%), todavia durante metade do periodo, ou
seja, do 21° ao 35° dia. Evans et al. (2015) também encontraram resultados que
evidenciam que altas incorporacdes de espirulina (21%) na dieta de aves, implicam
taxas produtivas menores, porém 0s mesmos autores, afirmaram que em dietas
adicionadas até 16% de espirulina, alcancavam-se parametros estatisticamente
semelhantes as dietas de aves alimentadas sem a inclusédo da espirulina.

Os presentes resultados podem ser atribuidos ao aumento da viscosidade da
digesta no trato digestivo, particularmente no ileo, conforme sugerido por Pestana et al.
(2020). A viscosidade aumentada pode influenciar significativamente a digestibilidade,
biodisponibilidade e acessibilidade dos nutrientes, levando ao comprometimento do
crescimento e desempenho animal (Johnson e Gee, 1986).

As discrepancias entre os varios estudos publicados podem resultar de fatores
como diversas condi¢des de cultivo da espirulina, niveis variaveis de inclusdo nas dietas
e composicao nutricional (Bonos et al., 2016). Fries-Craft et al. (2023) alegaram que
novos ingredientes podem melhorar a saude das aves, todavia, esse beneficio e a
funcionalidade desses ingredientes podem variar entre as diferentes formulacdes da
dieta basal, os autores enfatizaram a necessidade de comparar os efeitos dos
ingredientes alimentares em varios tipos de formulacdes.

E notério que alguns estudos vém diversificando a forma de administracdo e
inclusé@o da espirulina, até mesmo na hidratacéo das aves. Kolluri et al. (2022) avaliaram
o efeito da ingestdo oral da espirulina por meio da agua de utilizagdo diaria e matinal
dos frangos, e o0s beneficios foram evidentes, quando se trata dos efeitos
imunomoduladores e imunoestimulantes, auxiliando para melhorias no bem-estar de
frangos de carne.

Diante desta necessidade de investigar as microalgas, como ingrediente, em
diferentes formulacdes, muitos estudos elaboram dietas com a utilizacdo de enzimas
exdgenas, de diferentes tipos e concentracdes. Curiosamente, em nosso estudo, a
suplementacédo enzimatica na dieta ndo reverteu a diminuicdo do crescimento associada
a incorporacao de espirulina. Entretanto, a adi¢cdo de pancreatina mitigou ligeiramente
0 impacto negativo no ganho de peso corporal entre o 28° e 35° dia. O aumento na
viscosidade da digesta, causado por niveis elevados das proteinas da espirulina na
dieta, podera ter aprisionado as enzimas e inibido a sua atividade nos nutrientes da

dieta, um fenbmeno que merece uma investigacdo mais aprofundada.
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A substituicdo de dietas a base de milho por espirulina requer uma andlise
bastante cautelosa. O maior teor de PUFA da microalga poderia contribuir para a
oxidacao lipidica, o que corrobora negativamente na qualidade da carne (Neumann et
al., 2017; Gkarane et al., 2020). Além disso, os niveis de PUFA influenciam diretamente
na oxidacao lipidica (Cortinas et al., 2005). Dessa forma, a carne da coxa, mais gorda
do que a carne do peito, estaria mais propensa a atividade oxidativa (Leskanich e Noble,
1997; Betti et al., 2009).

Niveis de TBARS superiores a 0,8 mg/kg podem indicar rancidez oxidativa e
afetar negativamente a aceitabilidade da carne devido a alteracdo do sabor, atributo
muito valorizado pelos consumidores (O Neil et al., 1998; Bonos et al., 2016). Neste
estudo, os niveis de TBARS no peito de frango variaram entre 0,14 e 0,56 mg/kg,
significativamente abaixo dos valores que poderé&o indicar rancidez.

A espirulina é uma microalga conhecida pelo seu alto teor de antioxidantes como
os tocoferdis (Soni et al., 2017), que podem proteger os lipidos da oxidagéo (Long et al.,
2018). Os nossos resultados indicam que os niveis de vitamina E quer no peito quer na
coxa podem refletir a capacidade antioxidante da espirulina em aumentar a estabilidade
oxidativa da carne de frango.

Na coxa, o teor de a-tocoferol e y-tocoferol+B-tocotrienol nos frangos
alimentados com espirulina, foi maior do que no peito, provavelmente devido ao maior
teor de gordura da coxa (Ribeiro et al., 2013). Dos diterpenos da vitamina E, o a-
tocoferol foi encontrado nas concentragbes mais elevadas, enquanto 0s outros
homologos estavam presentes em niveis mais baixos, consistentes com valores tipicos
em frangos de carne (Ponte et al., 2008; Ribeiro et al., 2013). Portanto, os resultados
deste estudo indicam que a incorporagéo de 15% de espirulina na dieta pode aumentar
a funcédo antioxidante da carne de frango. Esse resultado também foi alcangado por Park
et al. (2018) que relataram aumento da atividade antioxidante em frangos alimentados
com dietas contendo espirulina, devido a composi¢céo quimica dessa microalga.

As carnes do peito e da coxa séo reconhecidas como carnes magras devido ao
seu baixo teor de gordura, que geralmente é inferior a 5% (Food Advisory Committee,
1990, Baéza et al., 2021). Neste estudo, esses critérios foram ratificados, pois o teor de
lipidos totais variou entre 0,82% a 1,4% no peito e entre 2,3% a 2,9% na coxa. A coxa
de frango apresentou maior teor de colesterol do que o peito, superando os valores
relatados por Pestana et al. (2020). No entanto, a introducdo da espirulina culminou na
diminui¢do dos valores de colesterol na carne de peito.

As dietas elaboradas com a espirulina levaram ao aumento, em ambos os tipos
de carne, do teor de alguns acidos gordos. Esse resultado condiz com o apresentado

anteriormente por Cortinas et al. (2004) e Botsoglou et al. (2002). Os acidos gordos mais
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abundantes e que apresentaram maior percentagem nas carnes de frangos alimentados
com a espirulina, foram o acido palmitico (16:0), como acido gordo saturado (SFA), o
acido palmitoleico (16:1c9) como acido gordo monoinsaturado, o acido a-linolénico
(18:3n-3) foi 0 mais abundante dos n-3 PUFA e o acido araquidénico (20:4n-6) dos n-6
PUFA.

Aincorporacédo da espirulina nas dietas de frangos elevou o teor de AG, no geral,
em ambos os tipos de carne quando comparados ao grupo controlo. Na carne do peito
e da coxa houve predominancia do acido palmitico (16:0) como SFA. Os SFA s&o mais
resistentes a oxidacéo e sao mais facilmente depositados nas carnes (Long et al. 2018).

Como PUFA de cadeia longa (LC-PUFA) o teor de acido araquidénico (20:4n-6)
foi o maior na composicdo das carnes de frangos alimentados com as dietas
adicionadas de espirulina, provavelmente resultante da conversédo do acido linoleico
(Martins et al., 2014). Além disso, o teor de acido linoleico (18:2n-6) foi reduzido no peito
e na coxa de frangos alimentados com dietas contendo espirulina.

O fornecimento da dieta SPV, resultou no recrudescimento do acido a-linolénico
(18:3n-3) nas carnes do peito e da coxa. Dessa forma, houve melhorias nos niveis de
n-3 PUFA em frangos alimentados com dietas adicionadas de espirulina e de enzimas
exogenas.

E crucial garantir uma proporcao adequada de &cido linoleico e acido a-linolénico
na dieta para obter uma conversdo eficiente do acido a-linolénico em acido
eicosapentaendico benéfico (20:5n-3) e acido docosahexaendico (22:6n-3) (Griffin,
2008). Neste estudo, foi observado um aumento nos acidos eicosapentaendico e
docosahexaendico na carne de peito e coxa de frangos alimentados com espirulina. Isto
sugere uma possivel conversdo do acido a-linolénico nestes LC-PUFA, uma vez que
nao foram detetados na microalga.

Além disso, a diminuigdo do total de PUFA na carne de peito e uma tendéncia
de diminuicdo na carne da coxa, podem sugerir um aumento na sintese de novos 4cidos
gordos, facilitada pela agdo das enzimas dessaturases e elongases, que convertem 0s
PUFA essenciais em LC-PUFA (Barcel4-Coblijn e Murphy, 2009). Além da percentagem
de LC-PUFA, a composicao de acidos gordos das carnes do peito e coxa foi consistente
com as dietas, conforme relatado por outros estudos (Ribeiro et al., 2013; Ribeiro et al.,
2014). A adicdo de VemoZyme® P e pancreatina suina néo alterou o perfil de acidos
gordos.

A incorporacado da espirulina na dieta poderia colmatar esta necessidade (FAO,
2008; Soni et al., 2017). Os PUFA desempenham papéis essenciais em fungdes como
a producéo e metabolismo de prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos (FAO, 2008;

Simoupoulos, 2008). As diretrizes dietéticas recomendam uma propor¢ao de PUFA/SFA
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em dietas humanas acima de 0,45 e uma proporgdo n-6/n-3 néo superior a 4,0
(Burghardt et al. 2010). Neste estudo, a diretriz para a proporcdo PUFA/SFA foi
atendida, mas a propor¢ao n-6/n-3 nas carnes de peito e coxa em todos os tratamentos

dietéticos excedeu significativamente os niveis recomendados.

6. Conclusoes

Este estudo revelou que a incorporacéo elevada de espirulina (15%) por um longo
periodo (do 7.° ao 35.° dia), com ou sem a adicdo de enzimas exdgenas, interferiu
negativamente no desempenho zootécnico de frangos a partir do 7.° dia. Contudo, de
forma curiosa, a conversao alimentar nao foi afetada pela inclusdo da microalga na dieta
dos 21 aos 35 dias. Além disso, a incorporacao da espirulina parece ter contribuido para
a melhoria da qualidade da carne, reduzindo o teor de colesterol no peito e melhorando
0s niveis de antioxidantes e n-3 PUFA no peito e na coxa. Embora as razdes para a
ocorréncia de menor desempenho no ganho de peso corporal em aves alimentadas com
espirulina ndo sejam totalmente compreendidas, parece crucial investigar a
biodisponibilidade dos nutrientes dessa microalga.

Todavia, a espirulina e as microalgas, em geral, apresentam-se como uma fonte
alimentar sustentavel, alternativa as culturas de soja e/ou cereais tradicionalmente
utilizadas na nutricdo de frangos. Varios estudos ja confirmaram os seus efeitos
benéficos na salude de aves, esses muitas vezes atribuidos ao conteddo das
ficocianinas e de antioxidantes, principalmente no que diz respeito ao aumento dos
efeitos imunomodulador e imunoestimulante. No entanto, investigacfes adicionais sado
necessarias para confirmar que a espirulina pode ser uma excelente escolha em

referéncia aos niveis produtivos na avicultura de carne.
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