UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel

Programa de P6s-Graduacgédo em Zootecnia

Utilizagdo de microalgas (Schizochytrium sp) como fonte rica em acido graxo

docosahexaendico na dieta de poedeiras

Verdnica Lisboa Santos

Pelotas, 2016



Verdnica Lisboa Santos

Utilizacdo de microalgas (Schizochytrium sp) como fonte rica em acido graxo

docosahexaendico na dieta de poedeiras

Tese apresentada ao Programa de
Po6s-Graduagcdo em Zootecnia da
Universidade Federal de Pelotas,
como requisito parcial a obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias (Area de
conhecimento: Nutricio de néo
ruminantes).

Orientador: Prof. Ph.D. Fernando Rutz

Co-Orientador: Prof. Dr. Marcos Antonio Anciuti

Pelotas, 2016



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacdo na Publicacao

S5237u Santos, Verdnica Lisboa

Utilizagdo de microalgas (Schizochytrium sp) como
fonte rica em acido graxo docosahexaenocico na dieta de
poedeiras / Verdnica Lisboa Santos ; Fernando Rutz,
orientador ; Marcos Antonio Anciuti, coorientador. —
Pelotas, 2016.

117 £ ¢ l.

Tese (Doutorado) — Programa de Pos-Graduacao em
Zootecnia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, 2016,

1. Algas. 2. Desempenho. 3. DHA. 4. Imunidade. 5.
6mega-3. |. Rutz, Fernando, orient. Il. Anciuti, Marcos
Antonio, coorient. IIl. Titulo.

CDD : 636.5

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842



Banca examinadora:

Prof. Ph.D. Fernando Rutz (Presidente) — UFPel, FAEM, DZ.
Prof. Dr. Jerri Teixeira Zanusso — UFPel, FAEM, DZ.

Prof. Dr. Jodo Carlos Maier — UFPel, FAEM, DZ.

Prof. Dr. Gilberto D’Avila Vargas — UFPel, FVet.

Eng? Agr2 Dra. MOnica Daiana de Paula Peters— IFSul campus Visconde da Graca



A minha mae, Nadir, dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida, por estar presente, cuidadosamente, em todos o0s
momentos, me encorajando a prosseguir.

A minha mae, por sempre primar por minha educacdo, por maiores que
tenham sido os sacrificios feitos, por nunca ter desistido, nunca ter me deixado
desistir e por sempre me cercar com tanto amor e carinho, minha eterna gratidao!

Aos meus primos, que se fizeram irmaos, “desde sempre”. Aqui ndo citarei
nomes, pela certeza de que ao lerem, saberdo quem 0s sao.

Aos familiares e amigos que entenderam ou, simplesmente, respeitaram o
fato de que, pelo menos, dois meses antes da qualificacdo para o doutorado e dois
meses antes da defesa desta Tese, visitas a minha casa “n&o eram estimuladas” e
os telefones estavam desligados.

Ao meu orientador, desde o mestrado, professor Fernando Rutz. Minha
gratiddo por ter me ensinado muito além da fisiologia e nutricdo animal. Obrigada
pelos exemplos de simplicidade e generosidade. Tenho um orgulho imenso em dizer
que fui sua aluna e orientada! Muito obrigada!

Ao meu co-orientador, também, desde o mestrado, professor Marcos Anciuti,
por toda a ajuda, pela mao estendida sempre que eu precisei, mas, ndo sei se
encontraria palavras que pudessem dimensionar minha gratiddo, entdo, tor¢co para
gue um dia eu possa fazer a outras pessoas tudo o que fez por mim. Obrigada por
tudo!

Ao professor Jodo Carlos Maier que, em 2006, me encaminhou para o
primeiro estagio na area de nutricdo animal. Obrigada, professor por estar presente
do inicio ao fim deste ciclo!

Ao professor Jerri Teixeira Zanusso, por literalmente “parar, me escutar e
aconselhar” quando pedi ajuda, antes de entrar para o mestrado, minha gratidao!

A Prof.2 Fabiane Gentilini por ter carinhosamente me acolhido sem mesmo
me conhecer, por ter estado sempre pronta a me ajudar! Aprendi muito contigo
Fabiane e serei eternamente grata!

A Prof.2 Fernanda Gongalves, por ter sempre uma palavra de incentivo, pela
confianga, carinho e amizade!

A Médica Veterinaria Juliana Klug Nunes, pela paciéncia, amizade e carinho!



A Cristiéle Contreira, pela dedicagdo e comprometimento com este projeto.
Cristiéle, sem a tua ajuda, a realizacdo deste experimento teria sido, no minimo,
muito mais dificil. Obrigada!

A Naiana Manzke, pela amizade e companheirismo! Obrigada pela certeza de
sempre poder contar contigo e saber que sempre estavas/estaras “ali”, mesmo que o
“ali” signifiqgue quildmetros de distancia! Sera sempre reciproco!

Ao chefe do aviario Sergio Leandro de Avila, (Wazowski) pela disposi¢cdo em
ajudar, mas, principalmente, pela amizade e bom humor, mesmo nos dias mais
dificeis!

Aos funcionarios do aviério: Casquinha, Henri, Lincoln, Mauricio e Robinho
por toda ajuda durante o experimento.

A Embrapa Clima Temperado, em especial ao pesquisador Dr. Jodo Pedro
Zabaleta pelo empréstimo de equipamentos que possibilitaram a preparacédo das
amostras para realizacdo das analises cromatograficas.

Aos Técnicos em Laboratério da Faculdade de Quimica /UFPel: Marco
Aurélio Ziemann dos Santos e Cristiane Barsewisch Hobuss, pela ajuda na
realizacdo das analises cromatograficas.

Ao Diretor da Faculdade de Veterinaria da UFPel, Prof. Dr. Gilberto D" Avila
Vargas, por autorizar o uso das instalacdes do Laboratério de Virologia para a
realizacdo do teste ELISA e ao Prof. Dr. Geferson Fischer pelo auxilio dado durante
a realizacao do teste.

Aos colaboradores Cassia, Inacio, Tiago e Yasmin, pela dedicacdo e ajuda
com este projeto!

A CAPES, pela concessao da bolsa de doutorado.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Zootecnia, pela oportunidade e
aprendizado.

A Universidade Federal de Pelotas, pela formacéo profissional.



“Animal Experimental: sob o0 nosso controle, ele cresce,
depende e confia. Respeito haja, enquanto vivo, pois ndo sera

em vao seu sacrificio”.

Ivan B. M. Sampaio



RESUMO GERAL

SANTOS, Veronica Lisboa. Utilizagdo de microalgas (Schizochytrium sp) como fonte
rica em acido graxo docosahexaendico na dieta de poedeiras 2016. 117 f. Tese
(Doutorado) — Programa de Pos Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas/RS.

O baixo consumo de alimentos fontes de acidos graxos poli-insaturados 6mega -3,
como peixes, seja pelos precos elevados ou questdes culturais, principalmente na
populacao ocidental, é considerado muito inferior aos recomendados pelas agéncias
internacionais. No intuito de aumentar a disponibilidade de alimentos que sejam
fontes destes nutrientes a populacdo, diversas pesquisas vém sendo realizadas
visando o enriqueciemtno de ovos, visto que, sdo fonte de proteinas, gorduras e
micronutrientes que desempenham um papel importante na nutricio humana e sua
composicdo lipidica é alterada sensivelmente, de acordo com a manipulacdo da
dieta da poedeira. Diante deste cenério, novas fontes de &cidos graxos poli-
instaurados 6mega - 3 ganham forca neste mercado, como as microalgas marinhas.
Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da inclusdo de um produto comercial,
elaborado a base de microalgas marinhas do género Schizochytrium, na dieta de
poedeiras sobre o desempenho produtivo, resposta imunoldgica, qualidade e anélise
sensorial dos ovos, bem como, perfil lipidico das gemas. Um total de 192 poedeiras
da linhagem Isa brown, com 30 semanas de idade, foram mantidas em gaiolas de
postura, sendo trés aves/gaiola, o que constituiu a unidade experimental, totalizando
64 unidades experimentais. Durante 126 dias experimentais, divididos em seis ciclos
produtivos, de 21 dias cada, as aves receberam quatro tratamentos dietéticos,
sendo: T1: controle (milho e farelo de soja), sem adicdo de microalgas; T2: T1 +
microalgas (0,5%); T3: T1+ microalgas (1,0%) e, T4: T1+ microalgas (2,0%), sendo
16 repetigcbestratamento em um delineamento ao acaso. As aves foram vacinadas
contra a doenca de Newcastle e submetidas a coleta de sangue para avaliacdo da
série leucocitaria total e diferencial e soro, para a realizacdo do teste de imunidade
humoral. A avaliagdo do perfil lipidico das gemas foi realizada através de
cromatografia gasosa e a analise sensorial atraves do teste de comparagéo multipla.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e regressao polinomial. N&o
houve efeito significativo dos tratamentos sobre as variaveis de desempenho
produtivo, resposta imunolégica das aves, qualidade e caracteristicas sensoriais dos

ovos. O perfil lipidico das gemas foi alterado de acordo com os tratamentos. Foi



observado efeito quadratico, inesperado, na concentracdo de &cido miristico, sendo
0 maior teor atribuido as gemas dos ovos das aves que receberam 0,5% de
microalgas nas dietas; aumento no teor do acido graxo poli-instaurado
docosahexaenoico (bmega-3, DHA), de acordo com o aumento dos niveis de algas
na dieta, diminuicdo na relacdo entre os &cidos graxos araquiddénico e DHA e
diminuicéo na relacéo entre os &cidos graxos 6mega-6 e 6mega - 3 de acordo com o
aumento da inclusdo de microalgas as dietas. Com base nestes dados, a inclusao
de microalgas em dietas de poedeiras pode aumentar o teor de DHA nas gemas,
sem interferir na qualidade e caracteristicas sensoriais dos ovos, desempenho e
resposta imunologica das aves, constituindo-se em uma fonte alternativa de acidos

graxos poli-insaturados da série 6mega - 3 a populacéo.

Palavras-chave: algas; desempenho; DHA; imunidade; 6mega-3; ovos; producéo



ABSTRACT

SANTOS, Veronica Lisboa. Using of a microalgae (Schizochytrium sp) as a rich
source of docosahexaenoic fatty acid in the diet of laying hens. 2016. 117f.
Tese (Doutorado) — Programa de POs Graduacdo em Zootecnia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

Low omega 3 PUFA consumption by population, for price (high fish price) or for
cultural reasons, mainly in the eastern side of the world is a reality. Several studies
have been conducted to enrich eggs in omega 3 PUFA to provide those nutrients to
human population. Algae-derived omega 3, from Schizochytrium sp has been one of
the alternatives to enrich eggs. Therefore, this study aimed to investigate the effect of
a DHA-enriched algae product,on productive performance, immune status of layers,
sensory evaluation and fatty acid profile of yolk eggs. A total of 192 30-week old Isa
Brown layers allocated in cages (3 birds/cage), in a total of 16 replicates per
treatment in a completely randomized design was used. During 126 days of
experimental period, split into 6 productive cycles of 21 days each one of them, the
birds received 4 dietary treatments: T1 — control (corn and soybean meal); T2: T1 +
microalgae (0,5%); T3 —T1+ microalgae (1,0%) and T4 — T1+ microalgae (2,0%).
Birds were vaccinated against Newcastle virus and underwent blood collection to
evaluate total and differential leukocyte count. The fatty acid profile was obtained
using gas chromatography and the sensory evaluation was analized using a multiple
compaison test. Data were analized using variance and polinomial regression
analysis. Productive performance, immune response, egg quality and sensory
evaluation were not statistically influenced by dietary treatments. The yolk fatty acid
profile was altered according to dietary treatments. An unexpected quadratic effect
was observed for myristic acid, in which a higher level was attributed to yolks from
hens that received 0,5% microalgae in the diets; increase in DHA omega 3 fatty acids
and a decrease in the omega 6:omega 3 fatty acid ratio was observed as microalgae
levels increased in the diets. These results indicate that the inclusion of microalgae in
layer diets may increase yolk DHA content, without influencing egg quality, sensory
evaluation, performance and immune response. Therefore, it may be considered a
DHA-enriched egg for the population.

Keywords: algae; performance; DHA; immunity; omega-3; eggs; production;
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1 INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, os efeitos da ingestdo de acidos graxos poli-
insaturados (em especial os &cidos graxos da familia 6&mega — 3 eicosapentaendico
(EPA) e docosahexaendico (DHA)) tem recebido consideravel importancia tanto na
salude humana, quanto na animal. Neste sentido, visto que os ovos sdo alimentos
convencionais, contendo nutrientes que desempenham papéis fundamentais além
da nutricdo bésica, o seu potencial como alimento funcional deve ser considerado
(HERRON e FERNANDEZ, 2004).

O enriquecimento de ovos, através da alimentacdo das aves, com acidos
graxos da familia 6mega -3 é bem documentado na literatura, seja através do uso de
Oleos de origem vegetal, como a linhaga, capaz de incrementar significativamente os
niveis do acido graxo alfa-linolénico (AYMOND e VAN ELSWYK, 1995; SOUZA et
al., 2008), ou 6leos de origem animal, como o Oleo de peixe, capaz de incrementar
os niveis de EPA e, principalmente, de DHA (CARRILO et al., 2008; LAWLOR et al.;
2010). Entretanto, as aves possuem capacidade metabdlica limitada em converter o
acido graxo alfa-linoleico em EPA e DHA (HARGIS e VAN ELSWIK, 1993) e, no que
diz respeito aos Oleos derivados de peixes, niveis de inclusdo acima de 1,5% podem
transmitir aos ovos sabor e odor que geralmente sdo rejeitados pelos consumidores
ocidentais (GONZALEZ- ESQUERRA e LEESON, 2000; GONZALEZ - ESQUERRA
e LEESON, 2001). Diante deste cenario, segundo Ferreira et al. (2013) as
microalgas marinhas constituem uma fonte alternativa potencial na obtencédo de
acidos graxos essenciais e, de acordo com Bertoldi et al. (2008), os acidos graxos
poli-insaturados de origem microalgal tém um mercado muito promissor na
biotecnologia, em especial na indUstria de alimentos funcionais.

Ovos de poedeiras alimentadas com microalgas, normalmente, apresentam
perfis de acidos graxos dmega — 3 semelhantes aos ovos de poedeiras alimentadas
com Oleo de peixe, sendo o conteudo em DHA de até 200 mg por ovo (MIRANDA et
al., 2015), mantendo a sua aceitacdo pelos consumidores (FRAEYE et al., 2012).
Contudo, este incremento na qualidade dos ovos ndo deve impactar de forma
negativa sobre o desempenho zootecnico e, tampouco, a imunidade das aves. Neste
sentido, Pinto et al. (2014), relatam que muitos estudos tém sido realizados com

objetivo de investigar os efeitos da ingestado de acidos graxos poli-insaturados sobre
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a resposta imune de humanos e animais, sendo poucos desses direcionados as
espécies aviarias.

De acordo com 0 exposto, objetivou-se avaliar o efeito da suplementacédo da dieta
de poedeiras, com um produto® formulado a base de microalgas marinhas do género
do género Schizochytrium sp, rico em &cidos graxos poli-insaturados 6mega-3,
sobre o desempenho produtivo e parametros imunoldgicos das aves, bem como na

qualidade, perfil lipidico e analise sensorial dos ovos.

! Produto denominado comercialmente ALL G Rich®, produzido e fornecido pela Alltech®



20

2 PROJETO DE PESQUISA

Registro no Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA): 7538

Utilizacdo de uma fonte rica em acidos graxos poli-insaturados na dieta de

poedeiras

2.1 Equipe

Verodnica Lisboa Santos (Executora); Fernando Rutz (Coordenador); Marcos Antonio
Anciuti (Co-orientador); Fabiane Pereira Gentilini; Cristiéle Lange Contreira; Tiago
Araljo Rodrigues; Sérgio Leandro Costa de Avila; Jodo Pedro Llafios Zabaleta;
Inacio da Rosa Machado; Cristiane Barsewisch Hobuss; Marco Aurélio Ziemann dos

Santos.

Pelotas, 2016



21

2.2 Caracterizacdo do problema

A alimentacdo saudavel esta em pauta, mais do que nunca, no mundo todo.
Dentro do possivel as pessoas buscam consumir alimentos que preservem sua
saude e aumentem sua longevidade. Ao longo dos anos, diversas pesquisas tém
sido realizadas para elucidar as verdades sobre os componentes alimentares. A real
funcdo dos lipideos no organismo e a necessidade de &cidos graxos como
componentes das dietas sdo cada vez mais conhecidos (VIEIRA, 2006).

Os lipideos possuem um numero grande de funcdes, entre elas: energética:
provem energia de nove calorias por grama, sdo armazenados pelo corpo,
principalmente, como triglicerideos, até sua utilizacdo; estrutural: sdo um dos
principais componentes das membranas celulares e s&o vitais para manter a
integridade celular, forma, flexibilidade e permeabilidade; processos fisiolégicos: as
prostaglandinas e os horménios esteroides desempenham importante papel na
homeostase do corpo, os lipideos estdo diretamente envolvidos na producdo de
eicosanoides e participam na manutencdo da parede vascular e nas respostas
imunes; vitaminas: algumas vitaminas possuem funcao reguladora ou de coenzimas
e, a gordura da dieta € necesséaria para absorcdo de vitaminas lipossolaveis
(LEESON E SUMMERS, 2005); palatabilidade: proporcionam aos alimentos sabor,
odor e textura além da sensacao de saciedade (CHAMPE e HARVEY, 1996).

Os &cidos graxos sao nomeados de acordo com sua estrutura quimica e sédo
classificados como saturados, monoinsaturados e poli-instaurados, dependendo do
namero de duplas ligacées (Gémez, 2003).

Os acidos graxos insaturados, linoléico (C18:2); linolénico (C18:3) e
araquidénico (C20:4) sao constituintes necessarios das paredes celulares,
mitocondrias e outros sitios metabdlicos intensamente ativos (LEESON e
SUMMERS, 2005). Enquanto o corpo possui a capacidade de produzir acido oleico a
partir de precursores saturados, ele ndo pode produzir, prontamente, qualquer um
dos trés acidos graxos acima citados, a menos que uma fonte deles esteja presente
na dieta. Os acidos graxos oléico, linoleico e linolénico sdo referidos como as séries
n-9, n-6 e n-3, respectivamente.

O acido linoleico € abundante em 6leos vegetais (como o0s 6leos de soja e
milho), o acido linolénico € encontrado em quantidades significativas em sementes

oleaginosas, como canola, soja e linhaga (LAWRIE, 2005).
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Entretanto, tanto nos vegetais (algas, microalgas e fitoplancton), quanto nos
animais de origem marinha (peixes e crustaceos), encontram-se outros acidos
graxos com maior numero de carbonos e com maior quantidade de duplas ligacoes,
que também pertencem a série n-3. S&o os chamados acidos graxos de cadeia
muito longa (superior a 18 carbonos) LCPUFA (do inglés “long chain polyunsaturated
fatty acids”), eles sdo o acido eicosapentaendico (EPA, C20:5, n-3) e o &acido
docosahexaenoico (DHA, C22:6, n-3) (SARGENT, 1997).

Segundo Farrell, (1996), organismos aquaticos, principalmente aqueles
provenientes de adguas marinhas profundas, sdo fontes ricas em acidos graxos poli-
insaturados da série 6mega-3, com destaque especial para os PUFA’s, DHA e EPA.
Tanto algas quanto peixes se enquadram nesta categoria, apresentando variacdes
consideraveis nos teores de PUFA’s n-3 de acordo com algumas variaveis como
época do ano, espécie e estado fisiologico.

As algas, e 0s organismos aquaticos que consomem algas, constituem-se na
fonte original de dmega-3 para os peixes, sendo as algas as maiores produtoras
primarias deste acido graxo poliinsaturado e as Unicas que podem sintetizar EPA e
DHA (BRIZ, 1997).

O DHA é o maior constituinte das células receptoras (Alessandrini, et al.,
1998) e inibidor da sintese de tromboxanos (Lands, 1986). No que diz respeito a
formacdo de trombos, estudos clinicos epidemiologicos tém demonstrado que
efeitos anti-trombogénicos podem ser atribuidos a um aumento de acidos graxos n-3
na dieta (BASHO e BIN, 2010). Além disto, apresenta importante funcdo na
formacdo, desenvolvimento e funcionamento do cérebro e da retina, sendo
predominante na maioria das membranas celulares destes e em diversos tecidos
corporais além de, em gestantes, estimular o cérebro do feto proporcionando melhor
e maior quantidade de sinapses e favorecendo uma mielinizacdo adequada
(ARAUJO, 2011). Na retina estdo ligados aos fosfolipidios que estdo associados a
rodopsina (proteina que interage no processo de absorcédo de luz). Seu mecanismo
de acdo esta provavelmente relacionado com o aumento na eficiéncia do processo
de transducéo da luz e com a regeneracao da rodopsina. A diminui¢cdo dos niveis de
DHA nos tecidos da retina tem sido associada, em recém-nascidos, com
anormalidades no desenvolvimento do sistema visual, e em adultos, com a
diminuicao da acuidade visual (SANGIOVANI e CHEW, 2005).
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Por ser altamente insaturado, o DHA atua influenciando as propriedades
fisicas das membranas cerebrais, as caracteristicas de seus receptores, as
interacOes celulares e a atividade enzimatica. Com o envelhecimento do individuo,
ha um aumento do estresse oxidativo, que atua reduzindo os niveis de DHA e do
acido araquiddnico no cérebro. Esse processo resulta em um aumento na propor¢cao
de colesterol no cérebro e ocorre em maior intensidade nas doencas de Alzheimer,
Parkinson e na esclerose lateral amiotréfica (MORRIS et al., 2003; SAMADI et al.,
2006;).

Sao amplamente conhecidos os beneficios que representam os &cidos graxos
altamente insaturados para a saude humana no que diz respeito a prevencao de
doencas coronarias, doencas cardiovasculares, artrite reumatica, depressao,
depressdo pos-parto, canceres, diabetes, entre outros (PUWASTIEN et al., 1999;
SANDERSON et al., 2002; FAGUNDES, 2003). Uma das mais importantes fungdes
dos AGs n-3 e n-6 é relacionada a sua conversdo enzimética em eicosanoides. Os
eicosanoides tém varias atividades bioldgicas: modulam a resposta inflamatoria e a
resposta imunolOgica; e tém papel importante na agregacdo plaquetaria, no
crescimento e na diferenciagéo celular (CARMO e CORREIA, 2009).

Também relacionada a sintese de eicosanoides, tem-se 0 crescimento e o
desenvolvimento 6sseo (GARCIA, 2009). O crescimento de um animal depende do
desenvolvimento muscular e do suporte 0sseo. A osteoporose € uma causa comum
de problemas 6sseos em galinhas poedeiras. A perda de 0sso estrutural associada
com esta condicdo pode aumentar a fragilidade esquelética e contribuir para a alta
incidéncia de fraturas. A principal causa do problema pode surgir a partir da perda
Ossea da coluna vertebral, o que pode conduzir a fratura ou colapso de vértebras,
podendo culminar na condigdo conhecida como “fadiga de gaiola” (FLEMING et al.,
1998). Vérios nutrientes influenciam o crescimento e o desenvolvimento dos 0Ssos.
Pesquisas tém comprovado que os lipidios da dieta sdo essenciais na biologia
O0ssea, pois sao capazes de influenciar a composicdo em acidos graxos da
membrana fosfolipidica e a atividade celular 6ssea (WATKINS et al.,, 2000;
WATKINS, 2003. De todos os eicosanoides produzidos, as prostaglandinas parecem
ser as principais substancias envolvidas na regulacdo local do metabolismo ésseo
(WATKINS, 1992). Ainda neste sentido, Chang et al, (2008), afirma que
prostaglandinas derivadas da série n-6 série, em particular, a prostaglandina 2,

demonstram ter alguns efeitos inibidores sobre o desenvolvimento 6sseo, enquanto
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que a prostaglandina derivada da série n-3 pode ter efeitos mais benéficos sobre os
osteoblastos estimulando a funcéo e a formagéo 0ssea.

Segundo Liu et al. (2003), os acidos graxos poli-insaturados obtidos a partir
de 6leo de peixe, melhoraram a resisténcia tibial de codornas (Coturnix japonica).
McCormack et al. (2006), (citado por FLEMING, 2008) demonstraram que a
substituicdo de 6leo de milho por 6leo de salmdo em pintinhos com 14 dias de idade
melhorou as caracteristicas 6sseas (como forca de cisalhamento e teor de cinzas).

Watkins et al. (2000) relatam que os lipidios fornecidos na alimentacdo podem
afetar a composicao dos &cidos graxos presentes nos fosfolipidios da membrana,
influenciando a funcéo da célula 6ssea.

Fleming (2008) afirma que o uso do 6leo de salméao, (produto rico em n-3 e
oriundo dos residuos da industria pesqueira), pode melhorar as caracteristicas
Osseas de frangos de corte, podendo ser facilmente incorporados as dietas avicolas.
Xu et al. (1994), ao incluirem 6leo de peixe em dietas semipurificadas para frangos
de corte com oito semanas de idade, verificaram aumento na concentracdo de
acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 nos condrdcitos e nas vesiculas da matriz da
cartilagem epifisaria.

Além disto, cada vez mais, sao encontrados alimentos que fornecem
determinadas substédncias em sua composi¢cao nutricional que sejam capazes de
promover beneficios ao consumidor. A industria de aves, em particular, tem sido
largamente responsavel na procura de novas tecnologias para enriquecimento de
produtos conservando seu valor alimenticio tradicional (VIEIRA, 2006) Através da
manipulacdo dietética das aves, tem sido possivel melhorar a qualidade nutricional
dos ovos e reduzir a concentracdo de &cidos graxos saturados da gema
(CARVALHO et al., 2009). A producdo dos ovos enriquecidos com ®-3 é possivel
pelo fornecimento de fontes ricas nesses acidos graxos na dieta de poedeiras, como
o a-linolénico (ALA) EPA e DHA (PITA, 2007), podendo contribuir para o aumento da
ingestdo destes acidos por parte dos consumidores. Outro importante beneficio
proporcionado pela ingestdo de acidos graxos da série ®-3 EPA E DHA esta
relacionado com um aumento de diversos indicadores da funcdo imune (GORJAO et
al., 2006). Em humanos, sdo relatados varios beneficios da ingestdo de acidos
graxos poli-insaturados da série n-3, sob a forma de “alimentos fontes”, estando
relacionado com a prevencgao e tratamento de enfermidades cardiovasculares, com

as doencgas inflamatérias do trato gastrintestinais, com infecgdes e ultimamente,
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prevenindo les@es e altera¢des imunoldgicas em atletas.

Desta forma, a realizacdo deste experimento contribuird com informacdes
sobre a influéncia de um produto® a base de algas (SP1) sobre a producéo, a satde
e 0 enriguecimento do ovo produzido pelas aves, que os PUFAS n-3 da dieta tém
demonstrado em outras espécies.

Assim, o objetivo deste estudo é avaliar o efeito da adicdo de uma fonte de
gordura a base de farinha da alga Schizochytrium sp. e levedura seca de cervejaria
sobre o desempenho produtivo, imunologia, enriquecimento de ovos com DHA e

qualidade 6ssea de poedeiras.

2.3 Objetivos e metas
2.3.1 Objetivos gerais

a) incrementar a pesquisa na area de nutricdo de aves;

b) verificar o efeito da inclusdo de uma fonte de gordura rica em acidos
graxos, sobre o desempenho produtivo, qualidade dos ovos, resisténcia 6ssea de
poedeiras semipesadas.

c) desenvolver o espirito critico do académico com relacdo a utilizacdo de
tecnologias, e na busca de alternativas que proporcionem desenvolvimento
socioecondmico regional;

d) gerar conhecimentos técnico-cientificos possiveis de serem utilizados por

unidades produtoras de ovos.

2.3.2 Objetivos Especificos
Determinar os efeitos da utilizacdo de uma fonte de gordura rica em &cidos
graxos, sobre:

1) Desempenho produtivo:

a) peso corporal,
b) consumo de racéo;
C) converséao alimentar

d) producéo de ovos;

2) Perfil de acidos graxos:

®> Produto comercial denominado SP1, produzido e fornecido pela Alltech.
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a) Determinacéo do perfil de acidos graxos nas gemas dos ovos

3) Imunidade
a) Coletas de sangue para a realizacde das analises de contagem leucocitaria

diferencial (leucdcitos granulares e nao granulares) e imunidade.

4) Resisténcia 6ssea e teor de cinzas e minerais:
a) Tibia

5) Andlise sensorial

2.3.3 Metas

1) Melhorar os indices de desempenho zootécnico;

2) Aumentar a imunidade de poedeiras semipesadas;

3) Melhorar os indices de resisténcia 0ssea;

4) Produzir ovos com maior teor de acidos graxos poli-insaturados, da série ®-3

para o mercado consumidor.

2.4 Metodologia e estratégia de acao

O experimento sera realizado por um periodo de 12 meses. Serdo alojadas
em aviario dark house, 192 poedeiras semipesadas, da linhagem Isa brown, com 30
semanas de idade no Aviario Experimental do Instituto Federal Sul-rio-grandense
(IFSul), no campus Visconde da Graga. As aves serdao mantidas em gaiolas de
postura, sendo trés aves/gaiola, o que constituira a unidade experimental, totalizando
64 unidades experimentais. A racao basal sera de milho e farelo de soja, respeitando
a cada um dos tratamentos propostos, conforme Rostagno, (2011), adaptados para
0s niveis estabelecidos pelo manual da linhagem. Os grupos serdo divididos em
quatro tratamentos que consistirdo em: T1 — controle (sem adi¢cdo de SP1); T2 =T1
+ SP1 (0.5%); T3= Ti1+ SP1 (1.0%) e, T4= Ti1+ SP1 (2.0%), sendo 16

repeticbesAratamento em um delineamento casualizado. O fornecimento do alimento
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sera través de comedouro tipo calha sendo registrado o consumo pelas aves de
cada unidade experimental. As aves terdo livre acesso a 4gua através de
bebedouros tipo nipple. As aves serdo mantidas sob as mesmas condi¢cdes
ambientais, com umidade e ventilacdo controladas. O programa de luz seguira o
recomendado pelo manual da linhagem com, no minimo, oito horas de escuro.

Serdo avaliados os seguintes parametros de producéo: peso corporal das
aves, producdo de ovos, conversdo alimentar por duzia e massa de ovos
produzidos, e consumo de racdo. Quanto a qualidade dos ovos, serdo avaliadas
caracteristicas de qualidade interna (area dos ovos, cor de gema, altura do albumen,
unidade Haugh e pesos de albumen e gema) e, qualidade externa (peso dos ovos,
gravidade especifica, espessura e peso das cascas).

Na 30?2 semana sera coletado sangue de oito avestratamento. Em seguida as
aves serdo vacinadas contra a doenca de Newcastle. Novas coletas de sangue
serdo realizadas no 28°, 56° e 84° dias ap0s a vacinacdo para a realizacdo das
analises de imunidade (teste ELISA) no Laboratério de Virologia e Imunologia Animal
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), campus Capéao do Leéo, e contagem
leucocitaria diferencial (leucécitos granulares e ndo granulares). A cada 28 dias
serdo coletados cinco ovos por repeticdo para a extracao de lipideos pelo método
descrito por Bligh e Dyer, (1959) e esterificagdo segundo a metodologia de Hartman
e Lago, (1973). As amostras serdo analisadas por cromatografia gasosa no Centro
de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel.

Ao final de 180 dias, serdo abatidas oito avesAratamento e retirados os ossos
da tibia para a realizacdo de resisténcia 6ssea em uma prensa computadorizada
(Instron), seguindo a metodologia descrita por Rech, (2006).

Para a realizacdo do painel sensorial, serdo fornecidas as amostras (metade
de um ovo cozido em agua fervente por 10 minutos) de cada tratamento para serem
avaliadas por teste heddnico (aceitabilidade) com escala heddnica de nove pontos
com 0s extremos marcados com os termos gostei muitissimo” (9) e “desgostei
muitissimo” (1). O painel sensorial serd realizado no laboratério de Anélise

Sensorial, do IFSul, no campus Visconde da Graca.

Os abates serdo realizados no Abatedouro do Instituto Federal Sul-rio-
grandense - campus Visconde da Graga, com uso de insensibilizagdo elétrica

(eletronarcose), sendo fiscalizado pelo SIM (Servigo de Inspecéo Municipal).
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O delineamento a ser utilizado sera completamente casualizado. Os dados
serdo submetidos a andlise de variancia a 5% de probabilidade e regresséo

polinomial.

2.5 Resultados e Impactos esperados

Os resultados pretendidos e os impactos esperados com a execucao deste
projeto séo:

a) Recomendar a inclusdo de uma nova fonte de gordura a base de farinha da
alga Schizochytrium sp. e levedura seca de cervejaria na alimentacdo de poedeiras
semipesadas;

b) Utilizar uma nova fonte de gordura a base de farinha da alga
Schizochytrium sp. e levedura seca de cervejaria na dieta de poedeiras
semipesadas sem prejudicar o desempenho das aves;

c¢) Proporcionar incremento na qualidade nutricional dos ovos;

e) Aumentar a resisténcia 0ssea de poedeiras;

f) Quantificar os indices de imunidade das aves;

d) Desenvolver o espirito critico do académico com relacdo a utilizacado de
tecnologias, e a busca de alternativas que proporcionem desenvolvimento
socioecondmico regional;

e) Integrar os setores da industria tecnoldgica e o académico na consolidacéo
da pesquisa.
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2013

Cronograma de Atividades

JAN

FEV

MAR

ABR

MAIO

JUN

JUL

AGO

SET

ouT

NOV

DEZ

Elaboracgéo do projeto

2014

Revisao pelo orientador e
co-orientador

Preparo das instalagoes

Aquisicao de materiais

Formulacao das dietas

Coleta de dados

Preparo das amostras e andlise
do perfil de acidos graxos e imunidade

Organizacéao do banco de dados

2015

Analise de resisténcia 6ssea

Organizacéao do banco de dados

Anélise estatistica dos resultados

Elaboracéo de artigos para publicacéao

>

Revisado de literatura
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2.7 Riscos

- Grande mortalidade de aves;
- Doengas nao controladas por vacinas.

2.8 Dificuldades

- Nao haver disponibilidade de aves na época de execucdo do experimento.

2.9 Aspectos éticos

Como o projeto envolve a utilizacdo de animais os aspectos éticos seréo
contemplados através do (a):

- manutencdo da salde e bem-estar das aves evitando—se situacfes de
estresse;

- treinamento dos funcionarios que manejam as aves para que tenham
conhecimentos basicos do comportamento animal e também para que estejam
cientes dos procedimentos relevantes em situacées de emergéncia que representem
perigo a saude humana, seguranca dos alimentos ou saude e bem-estar das aves;

- higienizacdo de todos os equipamentos e das instalagbes de producédo a
serem utilizados;

- registro de todas as ocorréncias da producéo;

- isolamento do aviario de forma que nédo haja o acesso de outros animais e
visitantes;

- controle de insetos e roedores que representam riscos eminentes de
infeccbes além de ecto e endoparasitas;

- disponibilizacdo de espaco suficiente nos boxes para que as aves
expressem o0 seu comportamento natural (Protocolo de Bem-Estar para Aves
Poedeiras, 2008);

- afericdo e registro da temperatura e umidade maximas e minimas dentro do
aviario;

- manuseio da temperatura e do nivel de ventilacdo do aviario de forma
apropriada ao sistema de criacdo, idade, peso e estado fisiologico das aves,
evitando assim a elevacéo da temperatura acima da zona de conforto térmico;

- cuidado com o manuseio das aves gue serdo pesadas semanalmente;
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- fornecimento de &gua limpa, potavel, que ndo ofereca riscos a saude e de
forma que o consumo seja a vontade;

- armazenamento das racdes embaladas em sacarias em local adequado e
sobre estrados de madeira;

- fornecimento de alimentacgéo e nutricdo adequadas a cada fase de criacao;

- cumprimento do protocolo de vacinagdes realizado de acordo o plano contra
os desafios de enfermidades aviarias da regido, respeitando-se as recomendacdes
do Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) (1994);

- registro da administracdo de vacinas e/ou medicamentos contendo o0 nhome
do produto, numero do lote/partida, nimero de aves tratadas, quantidade utilizada,
periodo de caréncia,

- retirada diaria de aves mortas e/ou eliminadas do interior do aviario, sendo
destinadas a compostagem;

- aves com problemas no crescimento ou que apresentam alguma patologia
individual que os cause sofrimento, serdo eutanasiadas pelo deslocamento cervical
(Protocolo de Bem-Estar para Aves Poedeiras, 2008);

- criacdo de aves de mesma origem e idade no galpao, operando no sistema
todos dentro-todos fora;

- utilizacdo de pedilavio na entrada do aviario;

- manutencado da unidade de producéo livre de lixo e residuos, armazenando-
os em local adequado até o seu descarte;

- respeito a legislacdo ambiental vigente.
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3 RELATORIO DO TRABALHO DE CAMPO
3.1 Local

O projeto foi realizado no aviario experimental modelo dark house localizado
no Instituto Federal Sul-rio-grandense (IFSul) campus Pelotas-Visconde da Graca,
na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil, no paralelo 31°45'48”Sul e no
meridiano 52°29°02” Oeste de Greenwich.

O presente trabalho foi submetido ao Comité em Experimentacdo e Etica
Animal, da Universidade Federal de Pelotas e recebeu parecer favoravel, estando
registrado sob o n°® 7538.

3.2 Periodo experimental

O estudo foi realizado no periodo de dezembro de 2013 a abril de 2014. O
periodo experimental foi de 126 dias, divididos em seis ciclos produtivos, de 21 dias

cada.
3.3 Animais

Foram utilizadas 192 poedeiras semipesadas, da linhagem Isa brown, com
idade inicial de 30 semanas. As aves foram pesadas e alojadas em gaiolas de
postura com dimensdes de 45x40x50cm (LxPxH).

3.4 Instalacdes

As aves foram alojadas em gaiolas de postura, dispostas em dois andares,
sendo trés aves por gaiola, nas dimensdes de 45x40x50cm (LxPxH) disponibilizando
600cm? por ave e mantidas em galpdo tipo dark house com umidade e ventilacdo
controladas.

O sistema de ventilagdo consistia no uso de dois exaustores, localizados no
centro do galpao acionados por termostatos e aberturas laterais regulaveis.

Os dejetos eram recolhidos em canaletas abaixo das gaiolas, sendo drenados
para uma fossa externa ao galpdo, para uso em lavouras, de acordo com a
necessidade da Unidade de Producédo Agricola do campus Pelotas-Visconde da
Graca..
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3.5 Programa de luz

A luminosidade do galpdo foi fornecida artificialmente por lampadas
incandescentes distribuidas por todo galpdo. Utilizou-se um programa de luz de 15
horas e 30 minutos de luz artificial diaria com intensidade luminosa de 60 luxm?,

controlado por um reldgio tipo timer automatico.
3.6 Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas para atender as exigéncias
nutricionais das poedeiras, através do programa de formulacéo de ra¢ées Optimal®,
e suas composicles percentuais estdo demonstradas na Tabela 1. A mistura das
dietas foi realizada em misturador vertical e, apés, acondicionadas em sacos de
polietileno, identificados de acordo com o tratamento e estocadas no interior do
aviario, permanecendo sobre estrados de madeira.

A constituicdo das dietas foi a base de milho, farelo de soja, com diferentes
niveis de inclusdo de um produto® (ALL G Rich®) formulado a base da microalga
marinha do género Schizochytrium sp e, a composicdo nutricional da dieta foi
formulada de acordo com as recomendacdes do manual da linhagem. Foram quatro
dietas experimentais (tratamentos), conforme demonstrado na Tabela 1, definidos
como: dieta controle (sem adicdo de microalgas) e trés dietas com diferentes niveis
de inclusdo de microalgas, totalizando quatro dietas experimentais, sendo: T1:
controle; T2: T1+ 0,5% de microalgas, T3: T1+ 1,0% de microalgas e, T4: T1+2,0%

de microalgas.

* Produto produzido e fornecido pela empresa Alltech., anteriormente denominado SP1.
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Tabela 1. Composicdo e niveis nutricionais calculados das dietas
experimentais

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4
Milho 63,25 63,76 62,81 60,90
Farelo de soja 24,20 24,12 24,28 24,61
Oleo soja 0,50 0,00 0,00 0,00
Calcareo calcitico 6,03 5,60 5,88 6,26
Fosfato bicalcico 1,39 1,39 1,40 1,60
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
DL Metionina 0,13 0,13 0,13 0,13
Nucleo Posturat 4,00 4,00 4,00 4,00
Schizochytrium sp 0,00 0,50 1,00 2,00
3 100,00 100,00 100,00 100,00
Niveis nutricionais
calculados
Energia metabolizavel
(kcal/kg) 2750,00 2750,00 2750,00 2750,00
Proteina bruta (%) 16,30 16,30 16,30 16,30
Célcio (%) 3,86 3,70 3,81 4,00
Fosforo (%) 0,81 0,81 0,81 0,85
Fosforo disponivel (%) 0,39 0,39 0,39 0,42
Saodio (%) 0,32 0,32 0,32 0,32
Cloro (%) 0,33 0,33 0,33 0,33
Metionina total (%) 0,46 0,46 0,46 0,46
Lisina total (%) 0,83 0,83 0,84 0,84

1Composicdo garantida (por kg ): vitamina A: 184000 Ul; vitamina D3: 46000 Ul;
vitamina E: 345 mg; vitamina K: 46 mg; vitamina B12: 180 mg; tiamina: 23 mg;
riboflavina: 92 mg; piridoxina: 69 mg biotina: 1,44 mg; niacina 23: mg; acido fdlico:
12 mg; colina: 900 mg; metionina: 1,80%;calcio: 30%; fosforo:4,85%; sédio: 2,40%;
manganés: 2940 mg; ferro: 1260 mg; zinco: 2100 mg; cobre: 250 mg; cobalto: 8,40
mg; selénio: 14,70 mg

3.7 Delineamento estatistico

As aves foram pesadas individualmente e distribuidas totalmente ao acaso
em 64 gaiolas, resultando em 16 repeti¢cdes por tratamento. O modelo matematico
utilizado foi y;= m+a;+ej, sendo: y;= a observacdo do i-ésimo tratamento (i= 1,2,3,4)
na j-ésima repeticdo (j= 1,2,3,....16); m= representa a meédia geral do experimento;
a= representa o efeito do i-ésimo tratamento; e;= representa o erro aleatorio alocado

correspondendo a observagdo média no i-ésimo tratamento na j-ésima repeticao.
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3.8 Praticas de manejo

A agua foi disponibilizada através de caixas d’agua cloradas, presentes no
galpao, distribuida & vontade por bebedouros tipo nipple, sendo dois bebedouros por
gaiola. O fornecimento do alimento foi realizado diariamente, manualmente, em
comedouro tipo calha aberta, localizado longitudinalmente na frente de cada gaiola,
com espaco de 15 cm/ave. No caso da morte de alguma ave a racao era retirada,
pesada e devolvida para o respectivo comedouro para posterior realizacdo de ajuste

no fornecimento e no célculo dos parametros produtivos da unidade experimental.

3.9 Manejo dos ovos

Diariamente, os ovos foram coletados e registrados por unidade experimental
em planilha. Ovos sem casca, quebrados ou trincados foram desprezados, mas
registrados como ovos produzidos e inaproveitados. Ao final de cada ciclo produtivo,
foram coletados trés ovos por unidade experimental, identificados por gaiola e

submetidos as analises de qualidade interna e externa.

3.10 Variaveis Resposta e Coleta de dados

3.10.1 Desempenho produtivo

As variaveis de desempenho produtivo avaliadas foram: peso corporal (PC),
consumo de racdo (CR), percentual de ovos produzidos (PdOV), conversao
alimentar por duzia (CADz) e conversdo alimentar por massa (CAM). As variaveis
CR e a PdOV foram registradas diariamente, enquanto as demais foram obtidas a
cada final de ciclo produtivo. A variavel CADz foi obtida apés os dados referentes ao
CR e a PdOV. Para analise estatistica dos dados foi considerada a média dos

valores obtidos na unidade experimental.

3.10.1.1 Peso corporal

As aves foram pesadas individualmente, no inicio do periodo e a cada final
de ciclo produtivo, com balanca digital com sensibilidade de 5g e capacidade
maxima de 20 kg. O peso corporal médio foi obtido através da divisdo do peso das

aves pelo numero de aves que compunham a unidade experimental.
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3.10.1.2 Consumo de racao

O consumo de racéao foi calculado a partir da quantidade de racao fornecida
diariamente e das sobras de racdo coletadas e pesadas ao final de cada ciclo
produtivo. O consumo total por ave (CT), quando ndo houve mortes na unidade
experimental, foi obtido pela equacdo: CT= ((QRD x NDSP) — S)/NA, onde:

CT = consumo total

QRD = quantidade de racao fornecida
NDSP = nimero de dias de consumo
S = sobra da unidade experimental
NA = numero de aves na gaiola.

Quando houve mortalidade, foi registrado o dia da morte, coletada e pesada a
sobra de racdo, sendo que o consumo total por ave foi determinado pela equacéao:
CT = (((QRD x NDAM) — SM) / NAAM) + ((QRD x NDDM) — S) / NAV, onde:

CT = consumo total

QRD = quantidade de racao fornecida

NDAM = numero de dias de consumo antes da morte
SM = sobra da unidade experimental no dia da morte
NAAM = ndimero de aves na gaiola antes da morte
NDDM = namero de dias depois da morte

S = sobra no final do periodo

NAV = nUmero de aves vivas

3.10.1.3 Producéao de ovos
A producédo de ovos foi registrada diariamente para célculo do percentual de

ovos produzidos por unidade experimental, ao final de cada ciclo produtivo.

3.10.1.4 Converséo alimentar por duzia de ovo
A conversédo alimentar por dazia (CADz) de ovo foi obtida através da formula:
CADz = CT/(TOP/12), onde:
CADz: conversao alimentar por duzia de ovo;
CT = consumo total de racao;
TOP = total de ovos produzidos no periodo;

12: uma duzia de ovo produzida.
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A reducado nas porgbes de racao fornecida diariamente nos casos em que
ocorreu mortalidade foi considerada. A sobra de racéo, recolhida no dia da morte da
ave e a sobra de racao do final do ciclo foram descontadas do volume total de racéo

fornecida para a gaiola.

3.10.1.5 Converséao alimentar por massa de ovo
A conversao alimentar por massa de ovo (CAMO) foi obtida através da
formula: CAMO = CTR/MO, onde:
CAMO = converséo alimentar por massa de ovos;
CTR = consumo total de racéo;

MO = massa de ovo.

3.10.2 Qualidade dos ovos

A avaliacdo da qualidade externa e interna dos ovos foi realizada a cada final
de ciclo produtivo. Foram coletados trés ovos por unidade experimental os quais
foram avaliados individualmente.

As variaveis analisadas para a obtencéo da qualidade externa foram: peso do
ovo (POV), gravidade especifica (GE), peso da casca (PC) e espessura da casca
(EC). Para a qualidade interna foram consideradas as seguintes variaveis: coloragdo
da gema (CG), altura do albumen (AA), massa do ovo (MO), unidade Haugh (UH),
peso da gema (PG) e peso da clara (PCIl). Para analise estatistica dos dados foi

considerada a média dos valores obtidos na unidade experimental.

3.10.2.1 Peso do ovo

Os ovos produzidos nas ultimas 24 horas de cada ciclo produtivo foram
identificados por gaiola, recolhidos e pesados individualmente em balanca digital
com sensibilidade de 0,1 g.

3.10.2.2 Gravidade especifica
De acordo com Olsson (1934 citado por SECHINATO, 2003) a gravidade
especifica € uma estimativa da quantidade de carbonato de célcio depositado sobre

a membrana externa da casca do ovo e estad diretamente relacionada com o
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percentual de casca, ou seja, quanto maior for a gravidade especifica do ovo maior é
a resisténcia da casca a quebra.

Para a obtencdo desta variavel os ovos foram colocados em uma cesta
perfurada e imersos em baldes dispostos em ordem de menor para maior
concentracdo salina, com peso especifico variando entre 1,062 a 1,102, com
intervalos de 0,004, totalizando 11 solugbes. A cada imersdo em solucao salina, 0s
ovos que flutuavam eram retirados e suas respectivas concentracdes anotadas. As
guantidades de cloreto de sédio (NaCl) utilizadas para a obtencdo das densidades
desejadas sdo mostradas na Tabela 2.

As gravidades especificas das solu¢des salinas contidas nos recipientes
foram calibradas, antes de cada avaliagdo, com a utilizacdo de um densimetro de

petréleo.

Tabela 2: Quantidades utilizadas de sal (NaCl) para obtencdo das
densidades especificas desejadas

Gravidade especifica Gramas de NaCl / L de agua
1,062 95,3
1,066 100,3
1,070 106,3
1,074 112,3
1,078 118,2
1,082 124,3
1,086 130,3
1,090 136,3
1,094 142,3
1,098 148,3
1,102 1545

Fonte: Zumbado (1983)

3.10.2.3 Peso da casca

Apbs as avaliacdes da qualidade interna dos ovos, as cascas foram lavadas
em agua morna para a remocdo do albumen aderido & sua membrana interna.
Depois estas cascas foram deixadas em temperatura ambiente por, no minimo, sete

dias e, estando secas, as avaliacdes do peso e da espessura foram realizadas.
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A pesagem individual das cascas foi realizada em balanga digital com
capacidade para 2kg e sensibilidade de 0,1 gramas.

3.10.2.4 Espessura da casca
Apbés a pesagem procedeu-se a medida da espessura da casca, com a
utilizacdo de um micrébmetro, utilizando-se a por¢édo mediana da casca como local de

medicao.

3.10.2.5 Cor de gema

A cor da gema foi obtida visualmente utilizando-se o leque colorimétrico de
Roche, através da comparacéo da cor da gema com as cores existentes no leque o
qual possui uma variacdo de 15 tonalidades da cor, desde o amarelo claro (1) ao

alaranjado escuro (15).

3.10.2.6 Altura do albumen

A medida desta variavel foi realizada através da régua de unidade Haugh
posicionado na regido mediana entre a borda externa do albumen espesso e a borda
da gema do ovo, perpendicular a chalaza. Esta varidvel foi medida e utilizada para

calculo da UH.

3.10.2.7 Massa de ovo
A massa dos ovos foi calculada através da formula: MO = (PdOV/21) x POV,

sendo:

MO = massa do ovo

PdOV = producao diaria de ovos
POV = peso do ovo

21 = dias de producao

3.10.2.8 Unidade Haugh
De modo geral, quanto maior o valor da unidade Haugh, melhor a qualidade do ovo

(RODRIGUES,1975). Seu valor é obtido através de uma equacao logaritmica que

correlaciona o peso do ovo com a altura da clara espessa, sendo:
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J (30w —100) .

UH = 100 log [H - 1,9]

100

Onde
H = altura da clara espessa (milimetros);
G = constante gravitacional de valor 32;

W = peso metabdlico do ovo (g).

3.10.2.9 Peso do albumen
Para pesagem do albumen, utilizou-se um separador de gema e o albumen foi

pesado em balanca digital com capacidade para 2 kg e sensibilidade de 0,1 gramas.

3.10.2.10 Peso da gema
ApoOs a separacdo do albumen, a gema foi pesada em balanca digital com

capacidade para 2 kg e sensibilidade de 0,1 gramas.

3.11 Andlise do perfil lipidico das gemas

3.11.1 Extracdo lipidica

Ao final do 4°, 5° e 6° ciclos experimentais, foram coletados cinco ovos por
repeticdo de cada tratamento para a realizacdo da andlise de perfil lipidico. As
amostras foram formadas por um pool de cinco gemas, as quais foram congeladas e
armazenadas em ultra freezer (-80°C) até o momento das andlises. Cada pool foi
considerado uma repeticdo, e cada tratamento, constituido por trés repeticdes. A
extracao dos lipideos foi realizada seguindo o método descrito por Bligh Dyer, (1959)
e a metilacédo e saponificacdo segundo a metodologia proposta por Hartman e Lago,
(1973). Pesou-se 3,0g de gema crua em balanca analitica 0,0001g, a qual foi
transferida para baldo volumétrico de 100 mL, sendo seu volume completado com
10 mL de metanol e 10 mL de cloroformio. A mistura foi agitada em Turrax (4.600
rpm) durante 30 segundos para homogeneizacdo. A seguir, adicionou-se 10 mL de
metanol a mistura e as amostras foram levadas a mesa agitadora por 30 minutos.
Na etapa seguinte a cada tubo de ensaio contendo as amostras, foram adicionados

10 mL de cloroférmio, 10 mL de sulfato de sodio anidro diluido em agua destilada,
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sendo encaminhados para a centrifugacdo (3000 rpm por 2 minutos). As amostras
foram deixadas em repouso até que a parte solida fosse depositada no fundo dos
tubos. A fase superior foi descartada e a inferior coletada (com o uso de pipetas
Pasteur), sendo filtrada em filtro de papel para tubo de vidro ao qual, previamente,
havia sido adicionada uma colher de cha de sulfato de anidro em p6. Foram
coletados 3mL da solugédo e acondicionados em tubo de vidro com rosca para a

realizacdo de metilacéo.

3.11.2 Metilagéo

O hexano foi evaporado sob nitrogénio até que, somente a gordura
permanecesse no fundo dos tubos, apds, foi adicionado 0,5 mL de KOH (em
metanol). As amostras foram agitadas em vortex, por um minuto e levadas ao
banho-maria a 100°C durante 10 minutos. Se necessario (caso as amostras
secassem por completo durante o banho-maria) era adicionado 0,5 mL de metanol.
As amostras foram deixadas em repouso para resfriamento até alcancarem a
temperatutra ambiente, quando adicionou-se 1,5 mL de &cido sulfarico (em metanol)
e levadas novamente ao banho-maria, por 10 minutos. A seguir os tubos foram
deixados em repouso até alcancarem a temperatura ambiente, quando foi
acrescentado 2 mL de Hexano, agitados no voértex e deixados em repouso
novamente. Do conteudo restante foi retirada a fase superior e acondicionada em
tubos de plastico lacrados com parafilm ao redor da tampa para melhor fechamento
do tubo e preservacdo das amostras, as quais foram armazenadas em freezer até
que fossem preparadas para a cromatografia.

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa, no Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos da UFPel, através de
cromatografo Shimadzu GC-2010, com auto-injetor AOC-20i (Shimadzu®) e coluna
SPTM 2560 capylary column (Supelco®) com dimensfes 100m x 0,025 mm I.D. x
0,2 pm.

A identificacdo dos &cidos graxos foi realizada através da comparacdo dos
tempos de retencdo dos ésteres metilicos das amostras padrdes de acidos graxos
auténticos (Mix FAME® C4C24 SUPELCO® (n° 18919), com injecdo de 1 pL e Split
100:1). A gquantificacdo dos acidos graxos foi realizada por area dos picos

observados.
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3.12 Anélise Sensorial
No ultimo dia experimental 20 ovos de cada tratamento foram coletados e
avaliados por 20 provadores nao treinados, em cabines individuais, no Laboratério
de Analise Sensorial, do IFSul, cAmpus Pelotas-Visconda da Graca. O teste utilizado
foi o de Comparacdo Multipla ou Diferenca do Controle, quando os avaliadores
deviam atribuir escores de variacdo de caracteristicas sensoriais em relacdo a
amostra controle, conforme metodologia descrita por ABNT (1995), com escala
heddnica de nove pontos com numero atribuidos aos termos, sendo:
1- Extremamente melhor do que a padrao
2- Muito melhor do que a padrao
3- Regularmente melhor do que a padréao
4- Ligeiramente melhor do que a padréo
5- Nenhuma diferenca da padrao
6- Ligeiramente pior do que a padréo
7- Regularmente pior que a padrao
8- Muito pior do que a padréo
9- Extremamente pior do que a padrao

Os atributos avaliados foram: aparéncia, aroma, textura, sabor e impressao
global. Todos os provadores receberam amostras controle identificadas com a letra
P (padrdao) e mais quatro amostras de tratamentos distintos, devidamente
codificados. Para a realizacdo do teste, foram fornecidas as amostras (metade de
um ovo cozido em agua fervente por 10 minutos) de cada tratamento para serem
avaliadas (MIZUMOTO et al., 2008). Sal e a4gua mineral ficaram disponiveis aos

provadores.

3.13 Parametros imunologicos
As aves foram identificadas através de anilhas numeradas para que o sangue

fosse coletado das mesmas aves durante o periodo experimental
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No 21° dia experimental as aves foram vacinadas contra a doenca de
Newcastle. As coletas® de sangue foram realizadas no 42°, 63° e 84° dias apds a
vacinacdo. Foi coletado sangue de oito aves/tratamento. As coletas de sangue foram

realizadas no periodo da manha, através de venopuncéo da veia ulnar.

3.13.1 Avaliacdo da imunidade humoral

A avaliagdo da imunidade humoral foi realizada através de kit ELISA
especifico, seguindo as recomendac¢des do fabricante (BioChek® — BioChek Poultry
Immunoassays — Newcastle Disease Antibody Test Kit, Lote N° FS5994). Foram
coletados, 3 mL de sangue e distribuidos na seguinte propor¢édo: 1 ml em tubos BD
vacutainer® (tubos com vacuo e 7,2 mg de etilenodiaminotetracético) EDTA) e, 2mL
em tubos BD vacutainer®, sem anticoagulante os quais foram centrifugados a 2500
rom durante 10 minutos, para obtencdo do soro, o qual foi congelado em tubos de
plastico previamente identificados, para posterior realizacdo da andlise de
imunidade, no Laboratério de Virologia da Faculdade de Medicina

Veterinaria/Universidade Federal de Pelotas.

3.13.2 Contagem total e diferencial de leucdcitos

Para a realizacdo da contagem leucocitaria total e diferencial foi utilizado o
sangue acondicionado nos tubos vacuntainer com o anticoagulante EDTA. Na
contagem total de leucdcitos, utilizou-se a seguinte técnica: com o auxilio de uma
pipeta de Thoma aspirou-se 0,5 mL de sangue, fez-se a higienizacdo da pipeta e
aspirou-se 0,6 mL da solugdo de Natt & Harrick, (1952), agitando-se manualmente
por cinco segundos. As primeiras gotas foram desprezadas e foi feito o
preenchimento da camara de Neubauer. A diluicdo foi de 1:200, realizando-se a
contagem em camara de Neubauer, sendo contadas as células em nove quadrados
pequenos centrais e o resultado multiplicado por 120. A contagem diferencial
leucocitaria, foi feita através de esfregaco sanguineo em laminas de vidro, fixado
com alcool metilico (metanol) durante cinco minutos e posteriormente corado com

hematoxilina-eosina (panotico rapido Laborclin®). As laminas foram lavadas com

4 . , . . ~ .. ops .
O soro correspondente a 12 coleta de sangue, realizada no periodo anterior a vacinac¢ao, foi inutilizado devido
a problemas técnicos no armazenamento.
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agua destilada, secas ao ar livre e os esfregacos foram observados ao microscopio
otico, contabilizando 100 leucécitos. Para contagem leucocitaria foram diferenciados
os leucdcitos granulares (heterdfilos, eosindfilos e basofilos) dos nédo granulares

(linfécitos e monacitos), contando-os individualmente.

3.14 Resisténcia 6ssea

No ultimo dia experimental foram abatidas oito avesAratamento e retirados os
ossos da tibia, os quais foram limpos, acondicionados em sacos plasticos
previamente identificados e acondicionados em freezer, para posterior realizacao
das analises de resisténcia 0ssea. Entretanto, a referida andlise ndo pode ser
realizada por problemas técnicos durante o armazenamento do material,

acarretando na inutilizacdo das amostras.

3.15 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise variancia, em um delineamento
completamente ao acaso, e, quando significativos, foram determinados os efeitos
linear e quadratico do uso de ALL G Rich® na dieta através de regressado polinomial.

Diferencgas significativas foram consideradas se P < 0,05.

3.16 Resultados
Os resultados obtidos no estudo seréo encaminhados para publicagdo em
periddicos cientificos na area de Zootecnia e Medicina Veterinaria.
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Resumo

Sao amplamente conhecidos os beneficios que a ingestdo de acidos graxos poli-insaturados proporciona a saude
humana, principalmente os acidos graxos da série dmega-3. Entretanto, o baixo consumo de alimentos fontes destes
nutrientes, principalmente na populacdo ocidental, tem sido associado a disturbios cardiovasculares,
comprometimento em relacdo a formagéo de tecido nervoso, cerebral e ao desenvolvimento dos olhos. No intuito
de aumentar a disponibilidade de alimentos que sejam fontes destes nutrientes a populagdo, diversas pesquisas vém
sendo realizadas visando o enriqueciemtno de ovos, visto que, sdo fonte de proteinas, gorduras e micronutrientes
que desempenham um papel importante na nutricdo humana e sua composic¢ao é alterada segundo a manipulacgao da
dieta da poedeira. O presente artigo de revisdo é proposto visando caracterizar o cenario atual sobre o
enriguecimento de ovos com acidos graxos da série 6mega-3, através de diversas fontes de alimentos utilizadas na
dieta das aves, bem como seus impactos na nutrigdo humana.

Palavras-chave: algas, DHA, lipideos, sensorial
Abstract

The benefits of omega 3 fatty acids for humans beings are well known. Low human consumption of those nutrient
have been associated with cardiovascular diseases, bad nervous tissue composition, poor eye and brain
development, among others. Studies have been run to enrich eggs in omega 3 fatty acids using several sources of
raw material rich in of omega 3 fatty acids. This review aims to update the present situation of omega 3 enriching
eggs, using several dietary omega 3 feed sources. In addition, the impact of the omega 3 fatty acids in human
nutrition is also examined.

Key words: algae, DHA, lipids, sensory

Introducéo

Muitos ensaios realizados em seres humanos e vérias experiéncias com animais demonstram que o0s acidos graxos
poli-insaturados (AGP’s) -3 estdo envolvidos no desenvolvimento e manutencéo de varios 6rgaos e participam na
prevencdo de diferentes patologias. Os trés AGP’s considerados de maior importancia sdo o a- linolénico (18:3 n-3,
ALA), o &cido eicosapentaendico (20:5 n-3, EPA) e acido docosa-hexaendico (22:6 n-3, DHA). O DHA exerce
importante funcdo no desenvolvimento cerebral e de tecidos da retina em fetos e criangas pequenas, evidenciando a
importancia de sua adequada ingestdo por gestantes (Jordan, 2010). Além disso, os AGP’s n-3 tém sido

5 . . . .
Artigo formatado segundo as normas da revista “Archivos de Zootecnia”
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relacionados a prevencdo e tratamento de muitas outras doencas cronicas, como doencgas neuroldgicas, cancer,
doencas inflamatdrias, obesidade e diabetes melittus (Yashodhara et al., 2009). De acordo com Fraeye, (2012),
mais pesquisas sao necessarias para embasar estes efeitos.

No entanto, a dieta ocidental é deficiente em acidos graxos ®-3 € a ingestdo diaria recomendada destes
compostos é raramente cumprida. Os ovos sdo produtos que apresentam alto potencial para enriquecimento com
acidos graxos poli-insaturados, pois, sdo consumidos pela maioria da populagdo mundial, como tal ou processados,
e porque o perfil lipidico das gemas esté estreitamente relacionado com o tipo de lipido consumido pelas aves.
Estudos demonstram que a suplementacdo da dieta de poedeiras com Gleos vegetais de linhaca ou canola, 6leo de
peixes ou, mais recentemente, extratos de algas, aumenta a deposi¢do de acidos graxos poli-insaturados -3 na
gema dos ovos. Com a presente revisdo, objetivou-se compilar estudos cientificos recentes sobre o enriquecimento
de ovos com AGP’s ®-3, através de diversas fontes de alimentos utilizadas na dieta das aves, bem como seus
impactos na nutricdo humana.

Lipideos

Segundo, Nelson e Lehninger (2002), os lipidios biol6gicos constituem um grupo de compostos que, apesar
de quimicamente diferentes entre si, apresentam a caracteristica em comum de serem insollveis em agua,
representados pelos triacilgliceréis, fosfolipideos, colesterol, entre outros. Os &cidos graxos, por sua vez, sdo 0S
principais componentes da estrutura lipidica (Tirapegui, 2000), sdo &cidos carboxilicos, de cadeia hidrocarbonada,
sendo os produtos da hidrélise dos triglicerideos e encontram-se presentes nas gorduras animal e vegetal, com
namero par de carbonos, devido a biossintese, a partir de duas unidades de carbono (Bertechini, 2006). De acordo
com a presenca ou ndo de duplas ligagdes, os acidos graxos podem ser classificados como saturados (aqueles que
ndo possuem duplas liga¢bes), monoinsaturados (aqueles que possuem uma dupla ligagéo) e os poli-insaturados
(quando sédo constituidos por duas ou mais duplas ligacGes). Os acidos graxos também podem ser divididos em
familias ou séries, dependendo da localizagdo da ultima ligacdo dupla em relacdo ao seu grupamento metilico
terminal: como Omega 6 (w-6) ¢ Omega 3 (©-3), e sdo formados a partir dos precursores linolenato (acido linoleico
C18:2, A**) ¢ o-linolenato (4cido a— linolénico, C18:3 A%**™°), respectivamente, e de uma série de reacdes de
insaturacao e alongamento (Alonso e Maroto, 2000) que podem ser verificadas com detalhes na Figura 1.

Figura 1 Metabolismo dos &cidos graxos o6 e ®3

Familia w-3 Familia w-6
18:3 (acido a-linolénico) 18:2 (acido linoléico)
* Delta 6 dessaturase ¢
18:4 18:3
* Elongase ¢
20:4 20:3
¢ Delta 5 dessaturase ¢
20:5 (acido eicosapentaendico—EPA) 20:4 (acido araquiddnico—AA)
¢ Elongase ¢
22:5 22:4
¢ Elongase *
24:5 24:4
* Delta 6 dessaturase
24:6 24:5
‘ B-oxidacao ¢
22:6 (acido docosahexaendico—DHA) 22:5

Fonte: Borges et al., 2014
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Acidos graxos essenciais

De acordo com Macari, (2002), a exigéncia de lipideos nas dietas de galinhas, frangos de corte e outras
espécies superiores esta relacionado com pequenas quantidades de acidos graxos que ndo podem ser sintetizados
pelo organismo, os chamados &cidos graxos essenciais. Os &cidos graxos reconhecidos pela World Healthy
Organization (WHO) como essenciais sdo o linoleico (LA, C18:2 »-6), a-linolénico (ALA, C18:3 n-3)y-linolénico
(GLA, 18:3 ®-6) e araquidonico (AA, 20:4 ®-6) (Alonso e Maroto, 2000). O acido y -linolénico, apesar de ser
sintetizado a partir do &cido linoleico, é considerado como essencial por existirem evidéncias da perda desta
capacidade de biossintese com o envelhecimento. O acido araquidbnico é sintetizado a partir da insaturacdo do
acido y-linolénico (Murray et al. 2002). De acordo com Suarez-Mahecha et al. (2002), o acido linoleico ¢ o acido a-
linolénico sdo &cidos graxos essenciais porque as duplas ligagdes, situadas no terceiro e sexto atomos de carbono,
ndo podem ser produzidas pelo organismo humano, de forma que os &cidos graxos essenciais devem ser obtidos a
partir da dieta e o acido a-linolénico, porém, podem ser alongados e dessaturados pelo sistema enzimatico para
produzir os &cidos graxos poli-insaturados docosahexaendico e eicosapentaendico, a partir de Oleos vegetais
provenientes da alimentagdo, porém este processo ocorre de forma limitada (Komprda, 2012).

Fontes

O enriquecimento da dieta de poedeiras com dleos e sementes vegetais, 6leos e farinhas de peixes e
substratos de algas marinhas, proporciona deposigdo eficiente de acidos graxos -3 nas gemas dos ovos.

Linhaca

A semente de linhaca (Linum usitatissimum) constitui a espécie vegetal mais rica em ®-3, formada
praticamente por ALA. O 6leo de linhaga é composto por 57% de acidos graxos ®-3, 16% de ®-6, 18% de &cidos
graxos monoinsaturados e somente 9% de acidos graxos saturados. A predominancia de ®-3 € trés vezes superior
ao o-6, fazendo com que seja a maior fonte vegetal de ALA, cinco vezes mais abundante que em nozes ou 6leo de
canola (Ramcharitar et al., 2005; Oomah, 2006).

Segundo Fraeye et al. (2012) ao longo das ultimas duas décadas, a influéncia da suplementacdo de dietas
com linhaca ou 6leo de linhaca sobre o desempenho das aves e as caracteristicas dos ovos foi amplamente
estudada. Desde o final dos anos noventa, ovos enriquecidos com AGP’s -3, produzidos através de suplementacéo
alimentar com linhaca, tornaram-se disponiveis no mercado em muitos paises.

Dietas enriquecidas com linhaca resultam, principalmente, em aumento no teor de ALA, (até 200 mg por
0v0), mas também em um aumento substancial no teor de DHA, (até 90 mg por ovo), com a utilizacdo de 15% de
linhaga (Aymond e Van Elswyk, 1995)

Oleo e farinha de peixes:

A principal fonte de AGP’s ®-3 sdo 6leos de peixes gordurosos (Rubio- Rodriguez et al., 2010) pois, se
alimentam de ficto e zooplancton (fontes primérias de EPA e DHA). A extragdo de AGP’s dos o6leos de peixes ¢
fortemente questionada porque ndo conseguira atender a demanda futura, tem risco de contaminacdo (com metais
pesados, compostos organicos e dioxinas), possui sabor e aroma desagradaveis, e apresenta pouca estabilidade
oxidativa (Ratledge, 2004). Embora o 6leo de peixe contenha EPA, bem como DHA, os ovos de galinhas
alimentadas com 6leo de peixe sdo enriquecidos, principalmente, com DHA, enquanto o conteido de EPA aumenta
em menor proporcéo (Bovet et al., 2007; Cachaldora et al., 2008; Carrillo et al., 2008). Peixes marinhos geralmente
apresentam teores mais elevados de ®-3 quando comparados aos peixes de 4gua doce, como pode ser observado na
Tabela |
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Tabela 1 Conteudo de AGS ®- 3, especificamente EPA e DHA, em peixes
brasileiros de &gua doce e em peixes marinhos (% de peso de quantidade total de

AGS)
Peixe AG dmega 3
EPA DHA
Agua Doce
Curimba (Prochilodus lineatus) 5,60 3,00
Lambari (Astyanax sp) 2,60 6,80
Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) 7,50 21,80
Traira (Hoplias spp) 3,40 7,10
Mandi (Pimelodus maculatus) 1,50 2,00
Marinhos
Cavalinha (Equisetum spp) 6,20 13,00
Manjuba (Anchoviella lepidentostole) 8,80 23,70
Pescada (Cynoscion sp) 7,70 19,20
Arraia (Brycon sp) 4,10 11,60
Sardinha (Sardinella brasiliensis) 24,2 6,5
Atum (Thunnus sp) 7,8 32,5

Adaptado de Watannabe (1987)

Niveis de inclusdo acima de 1,5% de 6leo de peixe podem gerar ovos que geralmente apresentam
caracteristicas sensoriais que ndo sdo aceitas pelos consumidores ocidentais (Gonzalez-Esquerra & Leeson, 2000).
Contudo, a inclusdo dietética de 6leo de peixe em niveis em torno de 1,5% (nivel limiar para caracterizar off-
flavors) geralmente resulta em niveis de DHA na gema abaixo de 100 mg/ovo (Aymond e Van Elswyk, 1995;
Gonzalez-Esquerra e Leeson, 2000; Lawlor et al., 2010). Estes niveis ndo sdo muito mais elevados do que 0s
obtidos através da suplementacdo com linhaca. Lipideos, especialmente acidos graxos insaturados, tém sido
encapsulados visando diminuir a susceptibilidade a oxidacdo (Favaro-Trindade et al., 2008), ainda assim, a
suplementagdo alimentar da dieta das aves com Oleo de peixe microencapsulado, que se esperaria ter maior
estabilidade oxidativa, ainda mantém os impactos sensoriais negativos sobre ovos (Lawlor et al., 2010).

Algas

As microalgas marinhas tém gerado interesse entre 0s pesquisadores por ser fonte alternativa terapéutica e
biolégica de compostos como vitaminas, proteinas com aminoacidos essenciais, polissacarideos, acidos graxos
mono e poli-insaturados, &cidos nucleicos, minerais, e pigmentos fotossintéticos como carotendides e clorofilas
(Raja et al., 2008) e, segundo Ferreira et al. (2013) constituem uma fonte alternativa potencial na obtencéo de
acidos graxos essenciais. As microalgas crescem autotroficamente utilizando luz e diéxido de carbono, e também
podem ser cultivadas em sistema heterotréfico, usando compostos organicos como energia e fonte de carbono, ou
ainda em sistema de cultivo mixotrofico (Ferreira et al., 2013). Exemplos incluem Isochrysis galbana e
Nannochloropsis oculata, conhecidas por apresentarem alto contetido de polissacarideos sollveis e insollveis e
proteinas, bem como o conteddo significativo de acidos graxos poli-insaturados. A I. galbana contém grandes
guantidades de DHA e a N. oculata tem uma percentagem mais elevada de EPA (Brown et al., 1997).

Os AGP’s de origem microalgal tm um mercado muito promissor na biotecnologia, em especial na
indastria de alimentos funcionais (Bertoldi et al., 2008). De acordo com Fraeye et al. (2012), adicdo de microalgas
como fonte de cadeia AGPI’s de cadeia longa a dieta de poedeiras ¢ uma forma eficaz de aumentar o nivel de
DHA nos ovos. Além disso, esta fonte de suplementacdo oferece vérias vantagens em comparagdo com 0leo de
peixe, especialmente no que se refere a estabilidade oxidativa dos lipideos.
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Ovos Enriquecidos

O ovo é uma complexa entidade quimica e bioldgica (Raes et al., 2002). Greene et al., (2005) recomendam
gue o ovo deve ser consumido principalmente por pessoas idosas. Qureshi et al., (2007) estudaram um grande
numero de idosos, 0s quais consumiam um ou mais ovo por dia e ndo observaram aumento do risco para doenca
arterial coronariana. Ainda neste sentido, Djoussi e Graziano (2008) indicam n&o haver correlagdo entre 0 aumento
do risco de doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral com a ingestdo de ovos. Mutunji et al. (2008)
demonstraram ndo haver nenhum efeito sobre as lipoproteinas de baixa densidade (LDL colesterol) com a ingestéo
diéria de dois ovos por seis semanas. De acordo com Ruxton et al, (2010), na medida em que mais pesquisas sao
realizadas, maior € o estimulo ao consumo de ovos, visto que dados cientificos contribuem para esclarecer 0s
efeitos dos alimentos na nutricdo humana e no bem-estar das pessoas.

Houwe et al. (2002), adicionaram farinha de atum a dieta de poedeiras e constataram aumento significativo
nos valores de DHA nas gemas dos ovos. Apos duas semanas recebendo a dieta experimental os niveis de DHA ja
eram bem superiores, demonsrando rapida incorporacdo deste &cido graxo as gemas.

Oliveira et al. (2010), avaliaram o perfil lipidico de gemas de ovos de aves alimentadas com trés diferentes
fontes de lipideos (6leos de soja, girassol e linhaga) contra um tratamento controle. Os ovos das aves alimentadas
com 6leo de soja apresentaram maior quantidade de AGPT’s da série ®-6, enquanto 0s ovos produzidos por aves
que consumiram 6leo de linhaga apresentaram maior quantidade de AGP’s da série ®-3.

Aymond e Van Elswyk (1995) enriqueceram a dieta de poedeiras com 15% de semente de linhaca moida,
constatando que o contetdo do acido graxo poli-instaurado ALA dos ovos aumentou de 13 para 212 mg/ovo,
enquanto o contetdo de DHA aumentou de 28 a 90 mg/ovo. Isto indica que as galinhas sdo capazes de converter
ALA em DHA. A maioria dos autores relata que a conversdo é bastante limitada, semelhante como em seres
humanos. Isto ocorre devido a baixa atividade das enzimas de dessaturacdo envolvidas na conversdo do ALA.
Segundo Cachaldora et al. (2008), a eficiéncia da conversdo é afetada por varios fatores, como a presenca de
quantidades elevadas de AGP’s ®-6 na dieta (0 que aumenta a competi¢do para as enzimas dessaturases, causando
uma diminuicdo na eficiéncia de conversdo do ALA); Fredriksson et al. (2006) relatam que a idade e linhagem das
galinhas exercem efeito sobre a eficiéncia de elongacao e dessaturacdo do ALA. Tem sido postulado que as aves
mais velhas possuem o figado maior, permitindo uma conversdo mais eficaz de ALA em DHA. Cachaldora et al.
(2008), avaliaram os ovos de galinhas alimentadas com dietas ricas em ambos ALA e EPA/DHA e observaram que
tanto o exceso quanto a deficiéncia de acidos graxos de cadeia longa limitam a conversdo de ALA, concluindo que
a eficiéncia de conversdo depende principalmente da quantidade total de AGP’s ®-3 na dieta, bem como suas
proporcdes relativas.

Saphira et al. (2008) ao contrastarem o teor lipidico de ovos de aves alimentadas com a inclusdo de 5% de
linhaca contra um grupo controle, observaram que os ovos do grupo suplementado com linhaga resultaram em um
aumento de 3,8 vezes no total de AGP’s ®-3, 6,4 vezes de ALA, e 2,4 vezes de DHA apds cinco semanas de
experimento.

Bruneel et al. (2013), suplementaram a dieta de poedeiras com microalgas (tratamento controle, 5% e 10%
de inclusdo de microalgas) e analisaram o teor lipidico dos ovos nos dias O (zero), 14 e 28 dias (término da
suplementacdo) e 42 dias ap06s o inicio do experimento. Os autores observaram que houve aumento no teor de
acidos graxos -3 nos ovos das aves alimentas com as microalgas nos periodos de 14 e 28 dias, diferindo do
tratamento controle, porém, ndo houve diferenga estatistica entre os teores de acidos graxos poli-insaturados,
quando comparados os resultados de 14 e 28 dias. A analise realizada aos 42 dias, quando todas as aves ja estavam
sendo alimentadas com a dieta controle ha 14 dias, demonstrou que o nivel de acidos graxos poli-insaturados
diminuiu e foi compativel ao do tratamento controle para todos os grupos avaliados.

Lemahieu et al. (2015), avaliaram o perfil lipidico de ovos de poedeiras Isa Brown, testando quatro fontes
de 4cidos graxos poli-insaturados dmega-3 (linhaca, Isochrysis galbana, 6leo de peixe e DHA ouro®) de tal
maneira que a mesma quantidade extra de AGPI -3 (120 mg por 100 g de alimentacdo) foi adicionado a dieta. A
menor eficiéncia de enriquecimento (=6%) foi observada quando a linhaga (fonte de ALA) foi adicionada. Niveis
drasticamente superiores de enriquecimento foram observados com a suplementacdo das outras trés fontes de
AGP’s, diferindo entre si no teor de enriquecimento, sendo =55% para o 6leo de peixe, =30% para Isochysis
galbana e ~45% para o DHA ouro®0 que 0s autores atribuiram as diferentes bio-acessibilidades dos perfis de
AGPI ®-3 das trés fontes.
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Fredriksson et al. (2006), adicionaram Nannochloropsis oculata, uma espécie contendo tanto EPA e ALA
,a alimentacdo das galinhas, observaram baixas concentragdes de EPA e aumento significativo no nivel de DHA na
gema dos ovos, especialmente na fracéo fosfolipidica, em detrimento dos acidos graxos poli-insaturado da série o-
6. Resultados semelhantes foram obtidos em estudo conduzido por Foubert et al., (2011) utilizando N. gaditana.

Lawlor et al.,(2010) avaliaram a transferéncia de DHA e EPA e atributos sensoriais de ovos produzidos por
aves recebendo quatro dietas, com diferentes niveis de inclusdo de 6leo de peixe microencapsulado (OPM), nas
doses de 0 (controle), 20, 40, ou 60 g/kg de racdo do produto. As dietas foram oferecidas durante 21 dias e 0s
autores observaram aumento de 141 mg/gema (0 g/kg de OPM) para 299 mg/gema (60 g/kg OPM). As diferencas
de atributos sensoriais entre os tratamentos pareceram ser dependentes do método de preparacdo (cozidos ou
mexidos). Diferencas significativas entre os tratamentos foram encontrados para amostras cozidas, as quais foram
classificadas com maior "off-flavor" e "sabor de enxofre". Nenhuma diferenca sensorial significativa foi encontrada
nas amostras de ovos mexidos. Os resultados fornecem evidéncias de que o uso de éleo de peixe microencapsulado
pode servir como um veiculo eficaz para aumento do teor de AGPI’s da série ®-3, no entanto, o potencial para
alguns atributos sensoriais adversos esta presente nos niveis mais elevados de incorporacéo.

Gonzales-Esquera e Leeson, (2000) relatam que inclusdo de até 60 g/kg 6leo de savelha (Alosa fallax)
(contendo 110 g/kg EPA e 90 g/kg DHA) em racdes de poedeiras produziram ovos contendo aproximadamente
150-200 mg de DHA/ovo e 45-60 mg de EPA/ovo.

Acidos graxos de cadeia longa e a importancia para a satide humana

A necessidade de produtos alimentares e de ingredientes que proporcionem beneficios, além do seu
tradicional valor nutricional, criaram um grande interesse académico e comercial (Yalgin e Ulnal, 2010) por este
nicho de mercado. Assim, a prevencdo de doencas e a promocdo da salde através do consumo de alimentos
funcionais e nutracéuticos tém recebido consideravel atencdo global, e diferentes produtos, com estas
caracteristicas, ja estdo disponiveis no mercado. Uma das principais classes de compostos nutracéuticos sdo os
fendlicos e a segunda sdo os &cidos graxos o-3 (Shaiadi, 2005).

Todos os ®-3 ¢ ®-6 sdo considerados essenciais para 0s seres humanos e devem ser provenientes da dieta
(Rubio- Rodriguez et al., 2010). Embora nos animais o 18:2®-6 € o 18:3 ®-3 possam ser convertidos em AA, EPA
e DHA, as taxas de conversdo sio baixas, portanto sdo considerados essenciais. E importante ressaltar que as duas
séries modulam o metabolismo e o transporte do colesterol, formando parte das lipoproteinas a eles associadas.

O consumo de &cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, em particular os que pertencem a série ®-3,
EPA e DHA, ocorre principalmente através do consumo de frutos do mar, apresentando niveis geralmente baixos
na chamada dieta "ocidental” ,Schmidt, (2001), além disto, estes alimentos também sdo fontes ricas de outros
nutrientes, tais como proteinas, varias vitaminas (por exemplo, A, D, B12) e minerais (por exemplo, iodo e
selénio), e outros compostos bioativos, incluindo os carotendides com propriedades antioxidantes (por exemplo, a
astaxantina), fitoesterdis relacionados com os efeitos hipocolesterolémicos, e o aminoacido taurina, ligados a
efeitos cardioprotetores (Larsen, 2011).

Os acidos graxos essenciais de cadeia longa: AA; EPA e DHA fazem parte da estrutura dos fosfolipideos,
que sdo componentes importantes das membranas e da matriz estrutural de todas as células. Além de seu papel
estrutural, esses lipideos podem também modular a fungdo celular ao atuarem como mediadores intracelulares da
transdugdo de sinais € como moduladores das interagdes entre células (Carmo e Correia, 2009). Estes trés AGPI’s
foram os mais caracterizados devido aos comprovados efeitos benéficos na satde humana. O DHA esta presente
nas membranas cerebrais e na retina; o0 AA nas membranas cerebrais; e 0 EPA no sistema cardiovascular (Ward e
Singh, 2005).

Beneficios nutricionais e medicinais do EPA e DHA tém sido bastante discutidos. Entre os efeitos
fisiol6gicos nos humanos, estdo a prevencdo e tratamento de doencas cardiovasculares, hipertensdo, inflamagGes
em geral, asma, artrite, psoriase e varios tipos de cancer (Suarez-Mahecha et al., 2002) além de diminuicdo de
arritmias, disfuncdo endotelial, niveis de triglicerideos circulantes (Burilo e Mosafarian, 2012).

Dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados ®-6 produzem grande quantidade de metabdlitos do AA que
contribuem fortemente para a formacdo de trombos e ateromas, desenvolvimento de alergias e desordens
inflamatdrias, além da proliferacdo celular (Simopolus, 2000). Neste sentido, Carmo e Correia, (2009) relatam que
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alguns mecanismos pelos quais os AGP’s -3 podem modificar o processo de carcinogénese foram propostos:
supressdo da biossintese dos eicosanoides derivados do AA, o que resulta em alteracdo da resposta imunolégica as
células tumorais e modulagdo da inflamacéo; impacto na proliferacdo celular, na apoptose, na disseminacdo de
metastases e na angiogénese; influéncia na atividade do fator de transcri¢do nuclear, na expressdo génica e nas vias
de transducdo de sinais, levando a mudangas no metabolismo celular, crescimento e diferenciacdo das células;
alteracdo no metabolismo do estrogénio, o que gera menor estimulo ao crescimento das células horménio
dependentes; aumento ou diminuicdo da producéo de radicais livres, e relacéo direta com a sensibilidade a insulina
e a fluidez das membranas, embora estes mecanismos carecam de estudos mais aprofundados. Evidéncias apontam
que esses lipideos possuem a capacidade de modificar as funcBes celulares, modulando a estrutura e funcdo de
dominios lipidicos especificos dentro da membrana plasmatica, de acordo com Siddiqui et al. (2007).

De acordo com Yalcin e Ulnal (2010), os acidos graxos @-3 tém um efeito importante na estrutura e funcao
do cérebro, sendo requeridos para diferenciacdo e funcionamento das células. Deficiéncias de ALA alteram o
desenvolvimento cerebral e perturbam a composicao e propriedades fisico-quimicas das membranas celulares do
cérebro. Isto leva a modificagbes fisico-quimicas e bioquimicas e induz a perturbac@es fisioldgicas, e resulta em
comportamento neurossensorial deprimido. O ALA presente na dieta de recém-nascidos (especialmente
prematuros) influencia as habilidades visuais, cerebrais, e intelectuais. Além disso, AGPI’s ®-3 estdo envolvidos na
prevencdo de alguns transtornos neuropsiquidtricos, particularmente depressdo, bem como em deméncia e, em
particular, na doenga de Alzheimer, em idosos (Bourre, 2004).

Estudos experimentais tém demonstrado que a deplecdo de DHA no desenvolvimento da retina e do
cérebro resulta em diminuigdo da funcéo visual com anormalidades no eletroretinograma, deficits de aprendizado e
alteragdes no metabolismo de dopamina e serotonina (De La Presa, 1999).

Raz&o entre os 4cidos graxos 6mega-6 e dmega-3 e Recomendacdes de Ingestao Diaria (RID)

A razdo entre AGP’s ®-6 e ®-3 é importante para a salde humana, uma vez que ha competicdo entre as
enzimas envolvidas no alongamento e dessaturacdo, tanto do acido linoléico quanto do acido alfa-linolénico, os
quais ndo podem se interconverter (Branddo et al. 2005; Simopoulos, 2006).

Segundo Ramin et al, (2013), atualmente os indices de relacdo entre -6/®-3 nas dietas ocidentais pode
chegar de 10:1 a 25:1, resultado, provavelmente, do grande consumo de produtos industrializados e fast foods,
podendo estar relacionado ao elevado indice de obesidade daquela populacéo.

Uma proporgdo de 4:1, ou menos € considerada 6tima no alongamento de cadeia de 11g de acido alfa-
linolénico em 1g de EPA. O Instituto do Coragdo de Lyon (Franga), recomenda a razdo entre -6:0-3 de 4:1
(Simopoulos, 2000; Simopoulos, 2006).

Em ovos enriquecidos com 6leo de peixe e 6leo de canola é possivel encontrar proporcdo ainda menor,
podendo chegar a 2:1 (Lewis et al., 2000; Mazalli et al., 2004).

De acordo com Bertechini e Mazzuco, (2015), a relacdo o-6/m-3 sdo de 7:1 em ovos regulares, nos ovos
enriquecidos com AGP’s ®-3, 0s valores variam ao redor de 3,7:1, ou menos. Portanto, atende a recomendacéo
dietética (Simoupoulos, 2008; Deckelbaum, 2010).

Atualmente, as agéncias internacionais divergem a respeito da recomendacdo de ingestdo diaria, como pode ser
observado na Tabela Il.

Como esse desequilibrio é promotor de doencas graves, diferentes organizacdes internacionais
recomendaram a introducdo de ARA ou AA, EPA e DHA nas férmulas infantis e nos suplementos nutricionais para
adultos e para mulheres gravidas ou em aleitamento.
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Tabela II: Recomendacéo de ingestdo diaria dos AGPI o6 e ®3 segundo diferentes agéncias internacionais

EFSA! ISSFAL2 AHA? USDA e HHS* AHN®
Adultos 250 mg/dia 500mg/dia .
saudéveis EPA/DHA EPA/DHA 250mg/dia EPA/DHA
Consumir entre 12 300 mg/dia de EPA/
250mg EPA + porcoes de frutos do DHA , dos quais,
Gréavidas e DHA/dia, + mar por semana, pelo menos,
Lactantes 100-200mg (baixos em metil- 200mg/dia deverao
DHA mercUrio) ser DHA
Adultos com 500mg/
doenca dia
cardiovascular EPA/DHA

Duas pogdes

Populagdo em de peixe 250 mg/dia EPA e

geral “gordo” por DHA
semana

Pessoas com 1000 mg/dia

doencas ®-3

coronarianas EPA/DHA

Pessoas com 2000 a 4000

triglicerideos mg/dia ®-3

elevados EPA/DHA

TEuropean Food Safety Authority, 2010; 2ISSFAL (International Society for the Study of Fatty Acids and Lipids) 2004; 3SAHA
American Heart Association, 2002; * USDA US Dept of Agriculture and HHS Department of Health and Human Services;
*Acids in Human Nutrition 2010. Fonte: adaptado de Lichestein et al., 2006; Interim Summary of Conclusions and Dietary
Recommendations on Total Fat & Fatty Acids; Scientific Opinion on Dietary Reference Values for fats, including saturated
fatty acids, polyunsaturated fatty acids, monounsaturated fatty acids, trans fatty acids, and cholesterol

Estudos de prevencédo secundaria, utilizando 850 mg a 4 g EPA e DHA diariamente tém demonstrado uma
reducdo significativa da mortalidade total e morte subita (20% a 50%) com tratamentos de duracdo de 12 a 42
meses, em pacientes com doenga coronariana ou infarto do miocardio prévio (Jacobsen, 2006). Deve notar-se que
os ensaios clinicos de intervengdo que envolvem consumo de AGPi’®-3 durante periodos limitados mostram
beneficios cardiovasculares limitado quando comparados com os resultados de estudos epidemiolégicos com
populagdes caracterizadas por um tempo de vida que consomem dietas ricas em nutrientes (Robinson, 2006). Além
disso, a variacdo dos efeitos da suplementacdo na prevencdo primaria e secundaria da doenca coronariana entre 0s
estudos ¢ afetada por varios fatores, incluindo a dieta basal, meio de suplementacéo, os fatores genéticos e etnia.

Ovos enriquecidos com ®-3 e a Legislagdo

De acordo com Kus e Mancini-Filho, (2010), ha um crescente apelo nas embalagens de alimentos pela
utilizac@o de “anuncios” sobre os beneficios dos acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (AGPI-CL).

Em 2005, a Joint Health Claims Intuitive (JHCI) liberou a utilizagdo de antincios para AGPI ®-3 em
relacdo aqueles alimentos que fornecam 3 g semanais ou 0,45 g diarias de AGPI-CL -3, sendo estes acidos graxos
provenientes de cadeias longas, no minimo 0,2 g de AGPI-Cl ®»-3 por por¢édo do alimento. Satisfazendo estas
exigéncias, os rotulos podem conter na informacao nutricional “Boa fonte de ®-3”, com o alimento devendo conter
0,5 g de AGPI-CL ®-3; e “Fonte rica em ®-3”, devendo estar presente no alimento 1,5 g de AGPI-CL w-3 (valores
baseados na ingestdo semanal).



57

A European Comission Regulation 116/2010, relativa a reivindicaagdes sobre o uso de propagandas em
alimentos relacionadas a nutricdo e a salde, estabelece que para rotular um produto como “Elevado teor em AGP’s
®-3 ", 0 mesmo deve conter cerca de 6 g de cido linoleico ALA por kg de alimento ou 100 kcal ou 0,80 g de EPA
+ DHA , em 1 kg ou 100 kcal de alimentos (Lamas et al., 2015).

No que diz respeito a legislacdo brasileira, a ANVISA (2008) estabelece que: “O consumo de acidos graxos
®-3 auxilia na manutencdo de niveis saudaveis de triglicerideos, desde que associado a uma alimentacéo
equilibrada e habitos de vida saudaveis”,

De acordo com a RDC N° 54, de 12 de Novembro de 2012, para que um alimento possa trazer em seu
rétulo a alegagdo “fonte de 6mega 3” deve conter o minimo de 300 mg de acido alfa-linolénico por 100 g ou 100
ml em pratos preparados conforme o caso ou 0 minimo de 40 mg da soma de EPA e DHA por porgé&o.

Para que a alegacdo ““alto conteudo de dmega 3” seja valida, o alimento deve conter o minimo de 600 mg
de 4cido alfa-linolénico por 100 g ou 100 ml em pratos preparados conforme o caso ou 0 minimo de 80 mg da soma
de EPA e DHA por porcéo (Brasil, 2012).

Concluséao

Os efeitos benéficos provenientes da ingestao de AGPI’s ®-3 a salide podem ser atribuidos principalmente ao EPA
e DHA. Devido a facil modificacdo da composicdo lipidica da gema através da alimentacdo das aves e ao fato de
gue os ovos sdo considerados alimentos potencialmente funcionais, nos Gltimos anos, varios estudos tém sido
realizados visando a incorporacdo de AGPI’s »-3 na gema dos ovos comerciais, através da suplementacdo de
fontes ricas nestes acidos graxos como, por exemplo, através de sementes vegetais como a linhacga, entretanto,
devido a conversdo metabolica relativamente limitada de ALA em EPA, em seres humanos e aves, a suplementacéo
alimentar com fontes que fornecam diretamente 0 DHA parece ser mais eficiente no que diz respeito a deposicao
deste nos tecidos. Oleos ou farinhas de peixe demonstram ser ricas fontes de DHA, contudo, diversas pesquisas
demonstram que a suplementacdo de dietas de aves com estes produtos leva a rejeicdo dos ovos pelos
consumidores devido a transferéncia de sabor e odor desagraddveis ao paladar humano. Pesquisas mais
recentemente demonstram que microalgas marinhas constituem-se em uma fonte eficaz para aumentar o nivel de
DHA em ovos, oferecendo vantagens em relacdo ao 6leo de peixe como a ndo transferéncia de sabor ou odor aos
ovos e maior estabilidade oxidativa dos lipideos, contudo, sdo necessarios estudos mais aprofundados que abranjam
os diferentes géneros e espécies de microalgas, bem como sua composicdo e seus impactos sobre o metabolismo
das aves e qualidade dos ovos.

O enriquecimento de ovos com AGPI’s da série ®-3 constitui-se em uma alternativa importante para incrementar a
ingestdo destes nutrientes, tornando-os acessiveis a dieta de grande parte da populacéo.
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RESUMO

Objetivou-se, avaliar o efeito da adi¢do de niveis crescentes de um produto formulado a base de
algas marinhas (Schizochytrium sp), em dietas de poedeiras sobre o desempenho produtivo e
parametros imunoldgicos. Foram utilizadas 192 poedeiras da linhagem Isa brown, com 30 semanas
de idade, foram alojadas em aviario dark house, no Aviario Experimental do Instituto Federal Sul-
rio-grandense (IFSul), no campus Pelotas- Visconde da Graca, Pelotas, RS, Brasil. As aves foram
mantidas em gaiolas de postura, sendo trés aves/gaiola, o que constituiu a unidade experimental,
totalizando 64 unidades experimentais. Durante 126 dias experimentais, divididos em seis ciclos, de
21 dias cada, as aves receberam quatro tratamentos dietéticos que consistiram em: T1 — controle
(milho e farelo de soja), sem adicdo de Schizochytrium sp T2: T1 + Schizochytrium sp (0.5%); T3 —
T1+ Schizochytrium sp (1.0%) e, T4 - T1+ Schizochytrium sp (2.0%), sendo 16
repetigdestratamento em um delineamento inteiramente ao acaso. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e regressao polinomial. Ndo houve efeito significativo dos tratamentos sobre as
variaveis de desempenho avaliadas (peso vivo, consumo de racdo, producdo de ovos, conversdo
alimentar por ddzia e por massa de ovos), nem sobre os parametros imunoldgicos (série leucocitaria
total e diferencial e producdo de anticorpos). De acordo com os resultados, a inclusdo de um
produto formulado a base de algas marinhas do género Schizochytrium sp em dietas de poedeiras
ndo influenciou o desempenho zootécnico nem prejudicou o perfil imunologico das aves.

Palavras-chave: imunidade; DHA; dmega 3; producéo;
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of increasing levels of All G Rich® Alltech Inc., an algae
(Schizochytrium sp) based product in layer diets on quality and sensorial evaluation of eggs and
fatty acid profile of yolk. A total of 192 30-week old Isa Brown layers were allocated in cages (3
birds per cage) , in a total of 64 experimental units, 16 replicates per treatment in a completely
randomized design. Experimental facilities were localized in a Dark-house poultry facility of the
Instituto Federal Sul-rio-grandense (IFSul), no campus Visconde da Graca, Pelotas, RS, Brazil.
During 126 experimental days, birds received 4 dietary treatments: T1 — control (corn-soybean
meal); T2: T1 + Schizochytrium sp (0.5%); T3 —T1+ Schizochytrium sp (1.0%) e, T4 — T1+
Schizochytrium sp (2.0%). Data were subjected to variance and polinomial regression analysis. No
significant dietary treatment effect was observed on productive (body weighto, feed intake, egg
production and feed conversion). Immunologic variables (total leukocytes and antibody production)
were also not influenced by dietary treatments). These results indicate that the use of
Schizochytrium sp has not influenced the productive performance and the imune response of
layers.

Key words: immunity; DHA; omega 3; production; Schizochytrium sp
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INTRODUCAO

O método mais tradicional de enriquecimento de ovos com &cidos graxos poli-insaturados dmega -3
(AGP’s ®-3) é a suplementacdo da dieta de poedeiras com linhaca ou 6leo de peixe. No entanto,
este Gltimo é limitado pela grande demanda por produtos marinhos e 0s riscos de sua contaminacao
por metais pesados (Wu et al., 2012). Assim, novas fontes de AGP’s ®-3 devem ser avaliadas para
atender sua crescente demanda no mercado (Ryckebosch et al., 2014). Neste sentido, as microalgas
marinhas tém gerado interesse entre 0s pesquisadores como uma fonte alternativa terapéutica e
bioldgica de compostos como: vitaminas, proteinas (aminoacidos essenciais), polissacaridios,
acidos graxos mono-insaturados e poli-insaturados, acidos nucleicos, minerais, e pigmentos
fotossintéticos como carotendides e clorofilas (Raja 2008 et al., Ratih e Se-Know, 2011; Sung-
Myung et al., 2012). As microalgas combinam tipicas propriedades de plantas superiores
(fotossintese aerobica eficiente e simplicidade de requisitos nutricionais) com atributos
biotecnologicos caracteristicos de células microbianas (crescimento rapido em cultura liquida e
capacidade para acumular ou secretar alguns metabolitos). Esta particular combinacdo apoia a
utilizacdo desses microrganismos para processos aplicados e representa a base da biotecnologia de
microalgas (Kim e Wijesekara, 2010). De acordo com Park et al. (2015), embora as microalgas
apresentem um elevado potencial para 0 uso como aditivo na alimentacdo animal, pesquisas sobre o
efeito que possam exercer sobre o desempenho em poedeiras sdo consideradas insuficientes e,
embora estudos avaliando o enriquecimento de ovos com AGP’s ®-3, através do uso de algas
marinhas na dieta das aves tenham obtido bons resultados (Fredriksson et al., 2006; Bruneel et al.,
2013; Ao et al.; 2015; Park et al., 2015), este incremento na qualidade dos ovos deve manter-se em
paralelo a manutencdo da salde e desempenho zootécnico das aves.

Diante do exposto, objetivou-se, avaliar os efeitos da suplementagdo de diferentes niveis de um
produto’ formulado a base de microalgas Schizochytrium sp na dieta de poedeiras comerciais sobre

0 desempenho produtivo e parametros imunologicos.

” Produto denominado comercialmente como ALL G Rich® produzido e fornecido pela Alltech Inc.
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MATERIAIS E METODOS

A metodologia e execucdo deste experimento foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA), da Universidade Federal de Pelotas, RS, Brasil, sob 0 numero de
cadastro 7538.

O experimento foi conduzido no aviario experimental do Instituto Federal Sul-rio-grandense, nas
dependéncias do campus Pelotas - Visconde da Graga, em um total de 126 dias experimentais,
divididos em seis ciclos, de 21 dias cada.

Foram utilizadas 192 poedeiras, da linhagem Isa brown, com idade inicial de 30 semanas, alojadas
em galpéo tipo dark house, em gaiolas de postura, contendo trés aves cada, totalizando 64 gaiolas.
Cada gaiola representou uma unidade experimental. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente ao acaso, com quatro tratamentos e 16 repetigdestratamento.

As aves foram alimentadas a vontade, utilizando-se comedouros do tipo calha aberta, dispostos na
frente das gaiolas, e isolados por divisdrias para que a racdo fosse fornecida para cada unidade
experimental, separadamente, respeitando os tratamentos. A agua foi fornecida por bebedouros tipo
nipple, a vontade, e cada gaiola continha dois bebedouros. O regime de luz seguiu as
recomendacdes indicadas pelo manual da linhagem (Isa Brown, 2006) com dezesseis horas e trinta
minutos de luz diaria. Os dejetos das aves mantidas no galpdo foram recolhidos a medida que se
liqguefaziam através de drenos para um fosso localizado no lado externo da instalacdo. A racdo basal
foi composta de milho e farelo de soja, respeitando a cada um dos tratamentos propostos, conforme
Rostagno (2011), adaptados para os niveis nutricionais estabelecidos pelo manual da linhagem.
Uma fonte comercial a base de microalgas (Schizochytrium sp), produzida de forma heterotroéfica,
contendo em sua composicao 27,25% de DHA, 64% de gordura, 11% de proteina bruta, 0,34% de
calcio e 0,47% de fosforo, foi suplementada as dietas, em diferentes niveis de inclusdo, como fonte
de AGP’s dmega-3. Os grupos foram divididos em quatro tratamentos, 0s quais eram compostos
por: dieta controle (sem adigdo de microalgas) e trés dietas com diferentes niveis de inclusdo do

produto, totalizando quatro dietas experimentais, sendo: T1: controle; T2: T1+ 0,5% de
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Schizochytrium sp; T3: T1+ 1,0% de Schizochytrium sp e, T4: T1+2,0% de Schizochytrium sp. As
dietas experimentais foram formuladas isocaldricas (2,85 Mcal/kg de energia metabolizavel) e
isoproteicas, (16,5 % de proteina bruta), conforme pode ser observado na Tabela 1.

As variaveis de desempenho produtivo analisadas foram peso vivo (PV, g), consumo de racdo (CR,
g), percentual de ovos produzidos (PDOV, %), conversdo alimentar por duzia (CA/Dz, kgdz) e
conversao alimentar por massa (CA/M, kgkg). Estas variaveis foram analisadas dentro de cada
periodo de 21 dias, sendo que as variaveis CR e PDOV tiveram controle diario.

Para a realizacdo da coleta de dados referentes as analises imunoldgicas, as aves foram identificadas
atraves de anilhas numeradas e, no 21° dia experimental foram vacinadas contra a doenca de
Newcastle e, 21 dias ap0s a vacinagdo, procedeu-se a coleta do sangue de oito avestratamento.
Novas coletas de sangue foram realizadas no 42° e 63° dias apds a vacinacao, para a realizacdo das
analises de imunidade e contagem leucocitaria total e diferencial. As coletas de sangue foram
realizadas no periodo da manhd, através de venopuncdo da veia ulnar. Foram coletados, 3 mL de
sangue, distribuidos na seguinte proporcéo: 1 ml em tubos BD vacutainer® (tubos com vacuo e 7,2
mg de etilenodiaminotetracético) EDTA) para proceder-se imediatamente as analises leucocitarias
e, 2mL em tubos BD vacutainer®, sem anticoagulante, procedendo a centrifugacdo a 2500 rpm
durante 10 minutos, para obtencdo do soro, o qual foi congelado em tubos plasticos previamente
identificados, para posterior pesquisa de anticorpos, no Laboratdrio de Virologia da Faculdade de
Medicina Veterinaria/Universidade Federal de Pelotas, através de kit ELISA especifico, seguindo as
recomendacdes do fabricante (BioChek® — BioChek Poultry Immunoassays — Newcastle Disease
Antibody Test Kit, Lote N° FS5994). Na contagem total de leucdcitos, utilizou-se a seguinte técnica:
com o auxilio de uma pipeta de Thoma aspirou-se 0,5 mL de sangue, fez-se a higienizacéo da pipeta
e aspirou-se 0,6 mL da solugdo de Natt & Harrick (1952), agitando-se manualmente por cinco
segundos. As primeiras gotas foram desprezadas e foi feito o preenchimento da cémara de
Neubauer. A diluicdo foi de 1:200, realizando-se a contagem em camara de Neubauer, sendo
contadas as células em nove quadrados pequenos centrais e o resultado multiplicado por 120. Para a

68



156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

contagem diferencial leucocitaria, preparou-se um esfregagco sanguineo em laminas de vidro, fixado
com alcool metilico (metanol) durante cinco minutos e posteriormente corado com hematoxilina-
eosina (pandtico rapido Laborclin®). As 1aminas foram lavadas com &gua destilada, secas ao ar livre
e os esfregacos foram observados ao microscépio Otico, contabilizando 100 leucdcitos. Para
contagem leucocitaria foram diferenciados os leucocitos granulares (heterofilos, eosinofilos e
basofilos) dos nao granulares (linfécitos e monacitos), contando-os individualmente.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos, a analise de regressao
polinomial para determinacdo de efeito linear ou quadratico dos niveis do produto nas dietas,

atraves do software SAS, 2002. Diferencas significativas foram consideradas se P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito estatistico significativo (P > 0.05) entre os tratamentos, para as variaveis de
desempenho produtivo analisadas (Tabela 2). No entanto, Park et al, (2015), notaram variacao
significativa na producdo de ovos de aves alimentadas com 0,5% e 1,0% de um produto a base de
algas (Schizochytrium) em relacdo ao tratamento controle. No presente estudo, apesar de ndo haver
aumento significativo, a producdo de ovos das aves alimentadas com 1% de inclusdo do produto
(T3) é numericamente superior (90,01%) quando comparada a producdo de ovos dos demais
tratamentos, a este tratamento também é atribuido o maior consumo de racao (110,09g), entretanto,
coincide, também, com a melhor conversdo alimentar (1,44). Segundo aqueles mesmos autores,
pesquisas sobre as respostas de desempenho de poedeiras suplementadas com microalgas séo
inconsistentes devido a um nimero ainda restrito de estudos e estes abordando diferentes linhagens,
géneros e espécies de microalgas. Cheng et al, (2004) relatam ndo ter encontrado diferencas na
produtividade de poedeiras alimentadas com DHA oriundo de algas marinhas, neste sentido,
Lemahieu et al, (2013) observaram que a producéo de ovos ndo foi significativamente afetada pela
suplementacdo de microalgas (Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis oculata, Isochrysis
galbana, ou Chlorella fusca) na dieta de poedeiras.
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Janczyk et al ., 2009, observaram que poedeiras alimentadas com microalgas (Chlorella vulgaris)
apresentaram alteracéo benéfica na microbiota intestinal. As microalgas tém sido cultivadas por sua
capacidade em sintetizar compostos considerados nutracéuticos, como acidos organicos,
carboidratos, aminoacidos e peptideos, vitaminas, antibioticos e enzimas (Chu, 2012). Portanto,
esses fatores nutricionais aliados a mudancas na comunidade microbiana intestinal podem estar
envolvidos em processos metabolicos relacionados a producdo de ovos, entretanto, segundo Park et
al (2015), atualmente existem pouquissimas informacdes a respeito do uso de microalgas do género

Schizochytrium para poedeiras.

Com relacdo as varidveis imunoldgicas ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
tratamentos (Tabela 3).

De acordo com De Pablo et al, (2002), AGP’s ® -3 ofertados pela dieta s&o incorporados em
lipideos celulares onde exercem efeitos essenciais em muitos sistemas bioldgicos, tais como as
reaces imunitaria, agregacao de plaquetas do sangue e de regulacdo do crescimento de alguns tipos
de células.

Os valores de linfocitos estdo relativamente abaixo, do que os considerados normais (7000 a
17500/mm3 para Gallus gallus domesticus) por Jain, (1993) e Bounous e Stedman (2000). A
linfopenia, pode ocorrer em infeccdes sistémicas agudas ou estresse severo (Schmidt et al, 2007),
situacdo que, segundo Macari e Luquetti (2002) esta relacionada a liberacdo de horménio
corticotréfico (ACTH) em situacGes de estresse. Segundo Gross e Siegel, (1983), as relacGes
Heterdfilo/Linfocito (H/L) 0,2, 0,5 e 0,8 indicam, respectivamente, baixo, ideal e elevado grau de
estresse nas aves e, de acordo com Macari e Luquetti (2002), quando frangos sdo submetidos a
condicdes de estresse essa relacdo aumenta, pois a quantidade de heterofilos aumenta na circulagéo,
ou em situacdes que desencadeiem a linfopenia. J&, em estudo realizado por Yan e Kim, (2013), os
pesquisadores observaram o0 aumento na concentracdo de linfocitos no sangue de frangos

alimentados com 0,1% e 0,2% de um produto a base de Schizochytrium sp. No presente estudo,
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embora sem variacgdo significativa, pode-se observar que a relacdo heteréfilo/linfécito (H/L) ficou
acima de 0,5 em todos os tratamentos, indicando, por este parametro, que a inclusdo de ALL G
Rich® ndo interferiu na condicdo de estresse das aves. Kang et al, (2013) testaram a inclusdo de trés
formas da microalga Chlorella (em p6, como promotora de crescimento e liquida), contra um
tratamento controle contendo 1% de virginiamicina como promotor de crescimento, sobre as
caracteristicas imunes de frangos de corte. O numero de ceélulas brancas do sangue foi
significativamente maior (P < 0,05) em frangos alimentados com a alga incluida de forma liquida,
em comparacdo com a forma seca, e 0 numero de linfocitos também foi significativamente mais
elevado (P < 0,05) em comparacdo com todos 0s outros tratamentos, 0 que os autores atribuem,
possivelmente a técnica de processamento. No entanto, nenhum tratamento obteve efeito sobre as
outras células leucocitarias (heterofilos, eosinofilos, basoéfilos e mondcitos). Da mesma forma,
Kotrbacek et al, (1994) observaram que em frangos alimentados com uma dieta com 0,5%
Chlorella aumentou significativamente a atividade fagocitica de leucocitos e desenvolvimento do
tecido linfatico.

O numero de leucocitos observados no presente estudo manteve-se dentro de valores referenciados
por Bounous e Stedman, (2000), (12.000 a 30.000 leucdcitos/pL) como normais, situando-se em
torno de 17.000 leucécitos/pL a 18.0000 leucdcitos/pL entre os tratamentos. Os valores sanguineos
podem ser influenciados pelo estado nutricional, sexo, idade, habitat, estacdo do ano, estado
reprodutivo, trauma, criacdo e estresse ambiental (Campbell, 2004; Thrall, 2004). Ainda em relacéo
aos nutrientes da dieta, Klasing, (1998) relata que as vitaminas A, D e E e o0s acidos graxos tém uma
regulacdo direta sobre os leucocitos. Deste modo, segundo Sturkie e Griminger, (1986), a
determinacdo do nimero de leucdcitos no sangue aviario foi realizada por diversos pesquisadores,
entretanto, a interpretacdo do leucograma aviario é uma tarefa dificil tendo em vista a grande

variagdo ocasionada pelos fatores mencionados.
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Na Tabela 4 estdo descritos os dados encontrados para a producdo de anticorpos em aves vacinadas
contra a doenca de Newcastle e alimentadas com diferentes niveis de ALL G Rich®.

Sabe-se que o balanco entre &cidos graxos poli-insaturados 6mega 6 (AGP’s @ -6) e AGP’s ®-3 na
dieta pode mudar a composi¢cdo da membrana e alterar a sinalizagdo intracelular e a expresséo
génica, o que afeta a producdo de anticorpos (Klasing, 1998), entretanto, no presente estudo nao
houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os tratamentos, sendo que, todas as amostras
obtiveram status positivo para anticorpos, o que provavelmente pode ser atribuido ao fato de que,
quando as amostras sanguineas foram coletadas para a obtencao do soro, todas as aves do plantel ja
haviam sido vacinadas contra a doenca de Newcastle na fase pré-postura, portanto, células de
memo©ria, contra este antigeno em especifico, ja haviam desenvolvidas como mecanismo de defesa
humoral por todo o plantel.

Também ndo foram observadas diferencas entre as médias dos tratamentos, podendo-se inferir que
0s niveis de Schizochytrium sp ndo influenciaram os titulos de anticorpos produzidos pelas aves.
Entretanto, Macalintal et al. (2014) ao suplementarem dietas de frangos de corte com 0 mesmo
produto e as mesma doses utilizadas no presente trabalho, avaliaram a resposta imunologica dos
animais apos serem desafiados com SRBC (sheep red blood cells) aos sete e 21 dias e observaram
aumento na producdo de anticorpos aos sete e 21 dias apds a primeira inoculacdo, bem como,
aumento nos titulos de IgM (14 dias apds a 12 inoculacdo) e IgG (sete dias apos a 12 inoculacéo),
nas aves que foram alimentadas com Schizochytrium sp, contudo, deve-se considerar que as aves
ndo apresentavam células de memoria para o respectivo antigeno por tratar-se da primeira
exposicdo ao mesmo. No metabolismo lipidico, o acido graxo linoleico é convertido em &cido
araquidénico e ambos pertencem ao grupo de AGP’s ®-6. Da sintese do &cido araquiddnico
resultam eicosanoides (Murakami et al., 2008) nos tecidos, sendo responsaveis pela formacgéo das
prostaglandinas da série 2 (PGE2), tromboxano A (TXA) e leucotrienos da série 4 (LT4),
mediadores bioquimicos envolvidos em processos de inflamacdo, infeccdo, lesdo tecidual,
modulacédo do sistema imune e agregacao plaquetaria (Hirayama et al., 2006). O acido a-linolénico
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tem como principais fontes os fitoplanctons, as algas e os 6leos de peixes, mas também podem ser
encontrados nos Oleos vegetais de linhaca e canola (Youdim et al., 2000), os quais produzem
metabolitos com potencial de inflamacao muito menor.

Em dietas ricas em AGP’s -3, estes sdo incorporados as membranas celulares substituindo o acido
araquidénico, e a consequéncia dessa substituicdo é a menor producédo de eicosanoides mediadores,
como a PGE2 e 0 LTBA4. A aplicacdo de uma ampla gama de extratos de plantas, especialmente as
marinhas e outros recursos naturais, tem sido empregada para melhorar a saude e desempenho do
animal devido ao seu efeito anti-inflamatorio, imunomodulatorio (Teas et al., 1989) , antioxidantes
e atividade antibacteriana (Rhodes, 1996). Dentre a bibliografia encontram-se relatos de que o0s
niveis de AGP’s ®-3 aumentaram (Fritsche et al., 1992; Leshchinsky e Klasing, 2001) ou
diminuiram (Parmentier et al., 1997), a resposta em relagcdo aos anticorpos produzidos pelas aves.
Do mesmo modo, ha relatos de que dietas ricas em AGP’s ®-6 aumentam (Sijben et al., 2001; Pinto
et al., 2014) ou diminuem (Friedman e Sklan, 1995) os anticorpos produzidos. Esta aparente
discrepancia pode estar relacionada a diferentes antigenos e diferentes concentracdes na dieta de
AGP’s ®-3 e AGP’s »-6 (Khatibjoo et al., 2011), ao uso de diferentes espécies, ou, ainda, de
diferentes linhagens dentro de uma mesma espécie (Sijben et al., 2001).

Yoshizawa et al, (1993), relataram que o extrato de algas ativa os macrofagos e diminui a producéo
de citocina pré-inflamatoria em animais de laboratério. Em uma abordagem utilizando ferramentas
biotecnoldgicas, Robertson et al, (2015), observaram que na expressdo de 92 genes ligados a via de
sinalizacdo de inflamacéo, quando expostos a extratos de lipidios extraidos de algas P. lutheri, P.
palmata, P. dioica C. crispus, 14 apresentaram “down regulation”, sugerindo que os extratos
lipidicos de algas podem apresentar potencial como anti-inflamatérios contra doencas inflamatorias
cronicas em humanos. Swiatkiewicz et al, (2015), relatam que a maioria dos experimentos
demonstraram que microalgas podem ser usadas, com sucesso, na alimentacao de aves. Elas podem
ter efeitos benéficos principalmente na carne e qualidade dos ovos, ou seja, no aumento da
concentragdo de AGP’s ®-3 e carotendides nestes produtos, entretanto, no que diz respeito a
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indicadores de desempenho e, principalmente a funcdo imune a maioria das pesquisas esta
relacionada aos géneros Spirulina (Quereshi et al., 1999; Al-Battshan et al., 2001; Raju et al.; 2005;
Mariey et al., 2014;) e Chlorella (Kotrbacek e al., 1994; Rezvani et al., 2012; Kang et al., 2013). A
respeito ao género Schizochytrium, encontram-se bem referenciados os efeitos relacionando a
inclusdo de microalgas deste género na alimentacdo de peixes (Harel et al., 2002; Patnaik, et al.;
2006; Miller et al.; 2007; Ganuza et al.; 2008) e em aves, principalmente poedeiras e seus impactos
positivos no perfil lipidico dos ovos, com o aumento da concentragdo de AGP’s ®-3 (Rymer et al.,
2010; Sefer et al.; 2011; Ao et al; 2015; Park et al, 2015).

Deste modo, ainda existe uma ampla interface a ser explorada no que diz respeito ao uso de
microalgas, especialmente o género Schizochytrium sobre o sistema imune das aves, principalmente
poedeiras, incluindo o uso de ferramentas nutrigendmicas, as quais possibilitem predizer a possivel
influéncia do uso de microalgas marinhas e seus componentes nos genes envolvidos na ativacdo do

sistema imune.

Concluséo
Nas condi¢cbes em que o experimento foi realizado, a inclusdo de diferentes niveis de
Schizochytrium sp ndo prejudicou os parametros de desempenho produtivo e imunolégico das aves.
Sugere-se que estudos mais aprofundados sejam realizados quanto ao impacto do uso de algas do

género Schizochytrium na imunidade de poedeiras.
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533 Tabela 1 Composicao e niveis nutricionais calculados das dietas experimentais

Ingredientes (%) Tl T2 T3 T4
Milho 63,25 63,76 62,81 60,90
Farelo de soja 24,20 24,12 24,28 24,61
Oleo soja 0,50 0,00 0,00 0,00
Calcareo calcitico 6,03 5,60 5,88 6,26
Fosfato bicalcico 1,39 1,39 1,40 1,60
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
DL Metionina 0,13 0,13 0,13 0,13
Nucleo Posturat 4,00 4,00 4,00 4,00
Schizochytrium sp 0,00 0,50 1,00 2,00
P 100,00 100,00 100,00 100,00

Niveis nutricionais calculados
Energia metabolizavel (Kcal/kg)  2750,00 2750,00 2750,00 2750,00

Proteina Bruta (%) 16,30 16,30 16,30 16,30
Calcio (%) 3,86 3,70 3,81 4,00
Faésforo (%) 0,81 0,81 0,81 0,85
Faésforo disponivel (%) 0,39 0,39 0,39 0,42
Sodio (%) 0,32 0,32 0,32 0,32
Cloro (%) 0,33 0,33 0,33 0,33
Metionina total (%) 0,46 0,46 0,46 0,46
Lisina total (%) 0,83 0,83 0,84 0,84
534 1 Composicao (garantida por kg): vitamina A: 184000 Ul; vitamina D3: 46000 Ul; vitamina E
535 345 mg; vitamina K: 46 mg; vitamina B12: 180 mg; tiamina: 23 mg; riboflavina: 92 mg;
536 piridoxina: 69 mg; biotina: 1,44 mg; niacina 23: mg; &cido folico: 12 mg; colina: 900 mg;
537 metionina: 1,80%; célcio: 30%; fosforo:4,85%; sodio: 2,40%; manganés: 2940 mg; ferro: 1260
538 mg; zinco: 2100 mg; cobre: 250 mg; cobalto: 8,40 mg; selénio: 14,70 mg.
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540 Tabela 2 Média das variaveis de desempenho produtivo de aves alimentadas com diferentes niveis de

541 Scchizochytrium sp
Tratamentos PV, gt CR, ¢2 PdOv %3 CvAl/Dz, kg/dz* Cll/;/\lilg'\él
1 1841,45+ 30,59 107,28+0,98 86,07 +191 1,45+ 0,02 0,37 £0,01
2 1856,58 + 26,83 108,92+ 0,86 83,68 +1,67 1,48 + 0,02 0,39+0,01
3 1891,81 + 27,93 110,09+0,90 90,01+1,74 1,44 + 0,02 0,36 £ 0,01
4 1904,89 + 26,83 108,96 + 0,86 84,56 + 1,67 1,49 + 0,02 0,40 £ 0,01
P° 0,3626 0,2319 0,0615 0,3386 0,5447
CV, %' 5,15 2,87 7,04 0,02 9,60
Erro Padréo 96,76 3,12 6,05 0,07 0,04
542 1 Peso vivo; ; 2 Consumo de racdo; 3Producdo diaria de ovos; “Conversdo alimentar por duzia de ovos; *Conversao alimentar
543 por massa de ovos; °P = probabilidade de declarar inexistente o efeito de Schizochytrium sp <0.05, "Coeficiente de variagdo

81



544

545
546
547
548

Tabela 3. Perfil hematoldgico de poedeiras suplementadas com diferentes niveis de Schizochytrium

sp nas dietas

1 ’ Trat:;mentos 4 p1 CV2,% Erro padrao
21 dias?
Het*, % 35,42 34,75 37,00 35,71 0,6685 3,63 1,30
Lin®, % 63,71 64,00 62,00 63,25 0,1141 2,20 1,39
Eos®, % 0,28 0,75 0,33 0,14 0,2552 140,21 0,46
Bas’, % 0,14 0,25 0,33 0,57 0,4255 144,72 0,48
Mon®, % 0,42 0,25 0,33 0,28 0,9370 153,75 0,54
Het/lin®, % 0,55 0,54 0,59 0,56 0,4878 5,72 0,03
Leuc™, (uL) 17505 17860 18465 18720  0,1850 6,34 1150,144
42 dias
Het, % 35,42 36,00 35,25 36,50 0,7972 6,93 2,47
Lin, % 63,14 62,00 63,25 62,16 0,8819 4,22 2,65
Eos, % 0,42 0,33 0,50 0,66 0,8978 139,38 0,69
Bas, % 0,28 0,00 0,62 0,33 0,4165 155,61 0,57
Mon, % 0,71 0,66 0,37 0,33 0,6007 120,86 0,60
Het/lin, % 0,56 0,57 0,55 0,59 0,7955 11,48 0,06
Leu (uL) 17820 17856 17685 18240  0,6111 4,54 813,95
63 dias
Het, % 34,12 35,60 34,50 35,28 0,6172 6,48 2,25
Lin, % 64,37 63,60 63,37 63,42 0,7834 3,40 2,16
Eos, % 0,30 0,40 0,87 0,71 0,4159 86,97 0,55
Bas, % 0,37 0,20 0,50 0,14 0,4907 149,36 0,48
Mon, % 0,62 0,20 0,75 0,42 0,4705 111,82 0,64
Het/lin, % 0,53 0,55 0,54 0,56 0,7392 9,16 0,05
Leu (uL) 17760 18760 17895 18308  0,1685 4,69 852,73

Probabilidade de declarar inexistente o efeito de Schizochytrium sp <0.05; 2coeficiente de variagdo; 3contados a partir
do dia em que as aves foram vacinadas; “Heteréfilos; *Linfécitos; *Eosinéfilos, ‘Baséfilos; ®Mondcitos; °Relacio
heteréfilo/linfcito; °leucécitos.
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Tabela 4. Média da imunidade humoral de poedeiras alimentadas com diferentes niveis de um produto
formulado a base de microalgas do género Schizochytrium sp na dieta, de acordo com 0 método ELISA

Tratamentos PL CV2% Errg
1 2 3 4 padrédo

12 coleta
TAC3 4,17 +0,001 4,130,001 4,16 £ 0,001 4,14 £ 0,001 0,2976 0,98 0,004
22 coleta
TAC 4,13+0,001 4,09 +0,001 4,15+ 0,001 4,14 £ 0,001 0,1223 1,03 0,004
32 coleta
TAC 4,17+ 0,002 4,12 £0,002  4,15+0,002 4,15 £ 0,002 0,7042 1,53 0,006

probabilidade de declarar inexistente o efeito de Schizochytrium sp <0.05; 2coeficiente de variagéo; Stitulo de anticorpos em
log10
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Resumo

Objetivou-se, com este estudo, avaliar os efeitos da adicdo de niveis crescentes de um produ to
formulado a base de algas marinhas (Schizochytrium sp), em dietas de poedeiras sobre a
qualidade e anélise sensorial dos ovos e o perfil lipidico das gemas. Um total de 192 poedeiras
semipesadas, da linhagem Isa brown, com 30 semanas de idade, foram alojadas em aviario dark
house, no Aviario Experimental do Instituto Federal Sul-rio-grandense (IFSul), no campus
Pelotas- Visconde da Graga, Pelotas, RS, Brasil. As aves foram mantidas em gaiolas de postura,
sendo trés aves/gaiola, o que constituiu a unidade experimental, totalizando 64 unidades
experimentais. Durante 126 dias experimentais as aves receberam quatro tratamentos dietéticos
que consistiram em: T1 — controle (milho e farelo de soja), sem adicéo de Schizochytrium sp; T2:
T1 + Schizochytrium sp (0,5%); T3 —T1+ Schizochytrium sp (1,0%) e, T4 — T1+ Schizochytrium
sp (2,0%), sendo 16 repetigdestratamento em um delincamento ao acaso. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e regressao polinomial. Nao houve efeito significativo dos
tratamentos sobre as variaveis de qualidade dos ovos avaliadas (peso dos ovos, gravidade
especifica, peso e espessura da casca, unidade Haugh, e peso de clara e gema). Observou-se
diferenca significativa inesperada no teor do &cido graxo saturado miristico, sendo o maior teor
observado nas gemas dos ovos das aves que receberam 1,0% de Schizochytrium sp nas dietas,
aumento no teor do acido graxo poli-instaurado docosahexaendico (6mega-3, DHA), de acordo
com o aumento dos niveis do produto na dieta, diminuicdo na relacdo entre os acidos graxos
araquidénico e DHA, e diminuic¢do na relacdo entre os acidos graxos dmega-3 e 6mega-6 de
acordo com o aumento da inclusdo de Schizochytrium sp as dietas. Os atributos de anélise

sensorial avaliados (aparéncia, aroma, textura, sabor e impressdo global) ndo sofreram efeito
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significativo dos tratamentos. Com base nestes dados, a inclusdo de ALL G Rich® em dietas de
poedeiras pode aumentar o teor de DHA nas gemas sem interferir na qualidade dos ovos.
Palavras chave: docosahexaendico, dmega-6, dmega-3, Schizochytrium sp

Abreviagbes: AGP’s, acidos graxos poli-insaturados; ARA, araquidonico; DHA,
docosahexaenoico; ®-3, 6mega 3; ®-6, dmega 6; ALA, a-linolénico

Abstract

This study aimed to evaluate the effect of increasing levels of All G Rich® Alltech Inc., an algae
(Schizochytrium sp) based product in layer diets on quality and sensorial evaluation of eggs and
fatty acid profile of yolk. A total of 192 30-week old Isa Brown layers were allocated in cages (3
birds per cage) , in a total of 64 experimental units, 16 replicates per treatment in a completely
randomized design. Experimental facilities were localized in a Dark-house poultry facility of the
Instituto Federal Sul-rio-grandense (IFSul), no campus Pelotas -Visconde da Graca, Pelotas, RS,
Brazil. During 126 experimental days, birds received 4 dietary treatments: T1 — control (corn-
soybean meal); T2: T1 + Schizochytrium sp (0,5%); T3 —T1+ Schizochytrium sp (1,0%) e, T4 —
T1+ Schizochytrium sp (2,0%). Data were subjected to variance and polinomial regression
analysis. No significant dietary treatment effect was observed on egg quality (egg weight,
specific gravity, shell weight and thickness, Haugh units, and yolk and albumen weight). An
unexplained increase in miristic acid level was observed in yolks from birds fed 1.0% All G
Rich. The poli-unsaturated docosahexanoic fatty acid (6mega-3, DHA) increased by
supplementing the All G Rich to the diets. The ratio arachidonic:DHA and the general ®-3 e ®-
6 decreased by increasing Schizochytrium sp in the diets. The sensorial evaluation (appearance,

taste, texture, flavour, and general impression) were not influenced by dietary treatments. These
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results indicate that the inclusion of Schizochytrium sp in layer diet brings about an increase in
the yolk DHA content without interfering in the egg quality.

Key words: docosahexanoic acid, omega-6, omega-3, Schizochytrium sp

Abreviattions: PUFA, poli-unsaturated fatty acid; ARA, arachidonic; DHA, docosahexaendico;

®-3, omega 3; ®-6, omega 6; ALA, a-linolenic

1. Introducao

Nas Ultimas décadas, ha um crescente interesse em enriquecer produtos alimentares com
AGP’s -3 (Lemahieu et al., 2015). Os ovos séo parte integrante da dieta humana como alimento
integral ou como ingrediente, constituindo um produto alimentar de alto potencial para o
enriquecimento com AGP’s -3 (Bruneel, et al., 2013). Os trés AGP’s ®-3 mais importantes sdo
0 ALA, o EPA e o0 DHA, sendo que, a maior parte dos beneficios a salude esta relacionada com
EPA e DHA (Trautwein, 2001). Sementes ou 6leo de linhaca (Linum usitatissimum L) podem ser
adicionados as dietas de poedeiras para proporcionar o enriquecimento dos ovos o que leva ao
aumento eficiente no teor de ALA, mas ndo em EPA e DHA (Aymond & Van Elswyk, 1995;
Ferrier et al., 1995; Scheideler e Froning, 1996). O uso de 6leo de peixe tem sido relatado com
grande potencial para o enriquecimento de ovos com AGP’s ®-3 e embora contenha EPA e
DHA, a suplementacdo com O6leo de peixe proporciona maior aumento no teor de DHA,
enquanto o conteudo de EPA aumenta em menor proporc¢do (Cachaldora et al., 2008; Carrillo et
al., 2008), alem disto, niveis superiores a 1,5% de inclusdo podem gerar ovos que apresentam
off-flavors, caracteristicas sensoriais que podem provocar rejeicdo por parte dos consumidores
(Gonzalez-Esquerra e Leeson, 2000).

Assim, de acordo com Trentacoste et al. (2013), as microalgas marinhas tém sido

pesquisadas como substitutas ao 6leo de peixe ou de linhaca no enriquecimento de ovos, por
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apresentarem rapida taxa de crescimento e, por seu elevado contetido em AGP’s ®-3. De acordo
com Mimouni et al, (2015) os géneros Nannochloropsis, Phaeodactylum, Nitzschia, Odontella,
Isochrysis e Pavlova, sdo capazes de sintetizar EPA, enquanto o DHA é presente somente nas
espécies Crypthecodinium, Pavlova e Schizochytrium.

Obijetivou-se, com este estudo, avaliar a qualidade dos ovos, o perfil lipidico das gemas e a
analise sensorial de ovos produzidos por aves alimentadas com dietas suplementadas com niveis
crescentes de um produto® formulado a base de microalgas marinhas do génreo Schizochytrium

sp (Schizochytrium sp).

2. Material e métodos

O experimento foi conduzido no Aviério Experimental do Instituto Federal Sul-rio-
grandesne (IFSul), campus Pelotas - Visconde da Graga. Todos os procedimentos realizados
neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil, e registrados sob o protocolo n°® 7538.

2.1 Aves, dietas experimentais e alojamento

Foram utilizadas 192 poedeiras semipesadas, da linhagem Isa brown, com 30 semanas de
idade, foram alojadas em aviario tipo dark house. O fornecimento do alimento foi realizado
atraves de comedouro tipo calha, localizado na frente de cada gaiola, sendo registrado o consumo
pelas aves de cada unidade experimental, diariamente. As aves tiveram livre acesso a agua
atraves de bebedouros tipo nipple, sendo dois bebedouros em cada gaiola e foram mantidas sob
as mesmas condi¢cdes ambientais, com umidade e ventilagdo controladas. O programa de luz

seguiu o recomendado pelo manual da linhagem com, no minimo, oito horas de escuro.

? Produto denominado comercialmente como “ALL G Rich”, produzido e comercializado pela Alltech Inc.
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A racéo basal foi composta de milho e farelo de soja, respeitando a cada um dos tratamentos
propostos, conforme Rostagno (2011), adaptados para os niveis nutricionais estabelecidos pelo
manual da linhagem (Isa Brown, 2006). Um produto comercial, elaborado a base de microalgas
(Schizochytrium sp), produzidas em ambiente fechado, controlado e heterotré6fico, composto por
27,25% de DHA, 64% de gordura, 11% de proteina bruta, 0,34% de calcio e 0,47% de fosforo
foi suplementado as dietas, em diferentes niveis de inclusdo, como fonte de AGP’s 6mega-3. Os
grupos foram divididos em quatro tratamentos, conforme observado na Tabela 1, os quais
consistiram em dieta controle (sem adicdo de microalgas do género Schizochytrium sp) e trés
dietas com diferentes niveis de inclusdo de microlgas), totalizando quatro dietas experimentais,
sendo: T1: controle; T2: T1+ 0,5% de Schizochytrium sp T3: T1+ 1,0% de Schizochytrium sp e,
T4: T1+2,0% de Schizochytrium sp. As dietas experimentais foram formuladas isocaldricas e
isoproteicas, contendo 2,85 Mcal/kg de energia metabolizavel e 16,5 % de proteina bruta,
respectivamente.

2.2 Delineamento experimental

Durante 126 dias, divididos em seis ciclos de producéo, de 21 dias cada, as aves foram
divididas em quatro grupos, de acordo com as dietas experimentais, totalizando 16
repeticOes/tratamento, em um delineamento ao acaso. As aves foram mantidas em gaiolas de
postura, sendo trés aves/gaiola, o que constituiu a unidade experimental, totalizando 64 unidades
experimentais.

2.3 Qualidade dos ovos

No ultimo dia de cada ciclo produtivo foram coletados trés ovos de cada unidade

experimental, totalizando 48 ovos/tratamento/ciclo, para a realizacdo das analises referentes as

variaveis de qualidade externa dos ovos: peso dos ovos (POV, g), gravidade especifica (GE),
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peso da casca (PC, g), espessura da casca (EC, mm); e variaveis de qualidade interna: peso do
albimen (PA, g), peso da gema (PG, g) e unidade Haugh (UH). As pesagens dos ovos, gemas e
albumens foram realizadas individualmente, através de balanca digital; para a afericdo da
gravidade especifica, os ovos foram submersos em solucdes salinas, com diferentes diluigdes de
acordo com Zumbado, (1983). A cada imersdao em solucdo salina, os ovos que flutuavam eram
retirados e suas respectivas concentraces anotadas. As cascas dos ovos foram lavadas em &gua
morna para a remogao do albumen aderido a sua membrana interna, secas e pesadas em balanca
digital. Ap6s a pesagem procedeu-se a medida da espessura da casca, com a utilizacdo de um
micrémetro, utilizando-se a porcdo mediana da casca como local de medigdo. Os valores de
unidade Haugh foram obtidos através dos dados de peso dos ovos e altura do albimen (mm), de

acordo com a seguinte formula:

UH =100 log [ H - Y8W*77100 4 4 g

100

Em que:

H = altura do albumen espesso (milimetros); G = constante gravitacional de valor 32; e W =

peso do ovo (g).

2.4 Andlise de perfil lipidico das gemas
2.4.1Extracéo lipidica

Ao final do 4°, 5° e 6° ciclos experimentais, foram coletados cinco ovos por repeticdo de
cada tratamento para a realizacdo da analise de perfil lipidico. As amostras foram formadas por
um pool de cinco gemas, as quais foram congeladas e armazenadas em ultra freezer (-80°C) até o
momento das analises. Cada pool foi considerado uma repeticdo, e cada tratamento, constituido
por trés repeticdes. A extracdo dos lipidios foi realizada seguindo o método descrito por Bligh

Dyer, (1959) e a metilacdo e saponificacdo segundo a metodologia proposta por Hartman e Lago,
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(1973). Pesou-se 3,0g de gema crua em balanca analitica 0,0001g, a qual foi transferida para
baldo volumétrico de 100 mL, sendo seu volume completado com 10 mL de metanol e 10 mL de
cloroformio. A mistura foi agitada em Turrax (4.600) durante 30 segundos para
homogeneizacdo. A seguir, adicionou-se 10 mL de metanol & mistura e as amostras foram
levadas & mesa agitadora por 30 minutos. Na etapa seguinte a cada tubo de ensaio contendo as
amostras, foram adicionados 10 mL de cloroférmio, 10 mL de Sulfato de Sodio Anidro diluido
em agua destilada, sendo encaminhados para a centrifugacdo (3000 rpm por 2 minutos). As
amostras foram deixadas repouso até que a parte sélida fosse depositada no fundo dos tubos. A
fase superior foi descartada e a inferior coletada (com o uso de pipetas de Pasteur), sendo filtrada
em filtro de papel para tubo de vidro ao qual, previamente, havia sido adicionada uma colher de
ché de Sulfato de Anidro em p6. Foram coletados 3mL da solucdo e acondicionados em tubo de

vidro com rosca para a realizacdo de metilagéo.

2.4.2 Metilacéo

O hexano foi evaporado sob nitrogénio até que, somente a gordura permanecesse no fundo
dos tubos, apéds, foi adicionado 0,5 mL de KOH (em Metanol). As amostras foram agitadas em
vortex, por um minuto e levadas ao banho-maria a 100°C durante 10 minutos. Se necessario
(caso as amostras secassem por completo durante o banho-maria) era adicionado 0,5 mL de
metanol. As amostras foram deixadas em repouso para resfriamento até alcancarem a
temperatutra ambiente, quando adicionou-se 1,5 mL de &cido sulfarico (em metanol) e levadas
novamente ao banho-maria, por 10 minutos. A seguir os tubos foram deixados em repouso até
alcancarem a temperatura ambiente, quando foi acrescentado 2 mL de Hexano, agitados no
vortex e deixados em repouso novamente. Do conteudo restante foi retirada a fase superior e
acondicionada em tubos plasticos, lacrado com parafilm ao redor da tampa para melhor
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fechamento do tubo e preservagdo das amostras, as quais foram armazenadas em freezer até que
fossem preparadas para a cromatografia.

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa, através de cromatdgrafo Shimadzu
GC-2010, com auto-injetor AOC-20i (Shimadzu®) e coluna SP™ 2560 capylary column
(Supelco®) com dimensdes 100m x 0,025 mm I.D. x 0,2 pm.

A identificacdo dos acidos graxos foi realizada através da comparacdo dos tempos de
retencdo dos ésteres metilicos das amostras padrdes de &cidos graxos auténticos (Mix FAME®
C4C24 SUPELCO® (n° 18919), com injec&o de 1 uL e Split 100:1). A quantificacio dos &cidos

graxos foi realizada por area dos picos observados.

2.5 Anélise Sensorial

No dltimo dia experimental 20 ovos de cada tratamento foram coletados e avaliados por 20
provadores ndo treinados, em cabines individuais, no Laboratério de Anélise Sensorial, do IFSul,
campus Pelotas — Visconde da Graca. O teste utilizado foi o de Comparagdo Multipla ou
Diferenca do Controle, quando os avaliadores deviam atribuir escores de variacdo de
caracteristicas sensoriais em relacdo a amostra controle, conforme metodologia descrita por
ABNT (1994), com escala heddnica de nove pontos com 0s extremos atribuidos aos termos
“extremamente melhor que a padrao” (1) e “extremamente pior que a padrdao” (9), sendo
atribuido ao nimero “5” nenhuma diferenca do padrao. Todos os provadores receberam amostras
controle identificadas com a letra P (padrdo) e mais quatro amostras de tratamentos distintos,
devidamente codificados com trés digitos aleatdrios (Oliveira, 2010). Para a realizacdo do teste,

foram fornecidas as amostras (metade de um ovo cozido em agua fervente por 10 minutos) de
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cada tratamento para serem avaliadas (Mizumoto et al., 2008). Sal e agua mineral ficaram
disponiveis aos provadores.
2.6. Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia, com nivel de significancia de 5% e,
quando significativos, analise de regressdo polinomial, para determinar os efeitos linear e
quadratico do uso de microalgas do género Schizochytrium sp na dieta, utilizando o software
estatistico SAS (SAS Institute, 2000).

3. Resultados
3.1 Qualidade dos ovos

As médias das variaveis de qualidade dos ovos avaliadas podem ser observadas na Tabela 2.
Os resultados ndo revelam diferencgas significativas (P > 0.05) entre os tratamentos para as
caracteristicas de qualidade avaliadas, conforme a incluséo de Schizochytrium sp as dietas.

3.2. Perfil lipidico

A inclusdo de Schizochytrium sp alterou significativamente a concentragdo do &cido miristico
nas gemas (Figura 1). Na analise de regressdo foi observado efeito quadratico (P< 0,0218), de
acordo com a equacao Y= 0,4250 + 0,1451 — 0,0176x? (R? = 0,8389).

Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na analise de regresséo polinomial
para a concentragdo do acido graxo DHA, observa-se, pela diferenca significativa na comparacao
de médias que, conforme o aumento na suplementacdo do Schizochytrium sp as dietas, houve
aumento na concentrac¢do deste AGP’s ®-3 nas gemas (Figura 2).

3.3 Rela¢do ARA:DHA e 6.3
A analise de variancia revelou diminuicdo na relacdo ARA:DHA de acordo com o aumento

da suplementacdo de Schizochytrium sp as dietas (P<0.0001), o que pode ser observado na
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Figura 3. Foi observado efeito linear (P < 0.001) na relagdo entre os AGP’s @6 : ®3, no qual, a
medida em que houve aumento na inclusdo de Schizochytrium sp nas dietas, houve diminuigéo
na relagdo destes AGP’s nas gemas dos ovos, de acordo com a equagdo Y = 7,67 — 0,567x
(Figura 4).
3.4 Anélise sensorial

Né&o foram identificadas diferencas significativas entre os tratamentos para as caracteristicas

sensoriais avaliadas, conforme pode ser observado na Figura 5.

4. Discussao

4.1 Qualidade dos ovos

Park et al. (2015), ao avaliarem o efeito da suplementacdo de dietas de poedeiras com
Schizochitryum nas proporgdes de 0,5% e 1,0% ndo observaram diferencas significativa no
parametro de unidade Haugh. Entretanto, a espessura de casca foi stperior conforme a inclusao
da microalga as dietas.

Em pesquisa realizada previamente, Ao et al. (2015) observaram o0s efeitos da
suplementacdo de 1, 2 e 3% de Schizochytrium sp na dieta de poedeiras e ndo observaram
diferencas significativas no peso dos ovos e gemas e qualidade das cascas. Um estudo anterior
(Herber e Van Elswyk, 1996) mostrou que os pesos dos ovos e gemas foram significativamente
reduzidos pela incluséo de alto nivel dietético (4,8 %) de algas marinhas, o que nao foi
observado em um experimento semelhante conduzido com poedeiras de 52 semanas de idade,
sugerindo que a maturidade reprodutiva pode ter exercido alguma influéncia sobre o resultado

(Fraeye et al., 2012).
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Lemahieu et al. (2013), avaliaram os efeitos da suplementacdo de diferentes espécies de
microalgas marinhas (Phaeodactylum tricornutum, Nannochloropsis oculata, Isochrysis galbana
e Chlorella fusca) nas doses de 125 e 200mg/100g de racdo e ndo observaram diferencas
significativas entre os tratamentos para as caracteristicas de peso dos ovos, gema e albumen e
peso e espessura de casca.

Fraeye et al. (2012) relatam que nenhuma explicacdo clara pode ser relacionada aos
resultados contraditérios encontrados em pesquisas que envolvam a inclusdo de algas marinhas
na dieta de poedeiras. Provavelmente parametros como: dietas experimentais, linhagem, idade,
qualidade dos alimentos, status sanitario e a racdo basal podem ser determinantes para 0s
resultados.

4.1. Perfil lipidico

De acordo com os resultados observados na Fig 1, o nivel de 0,5% de inclusdo de ALL G
Rich as dietas, proporcionou a maior concentracdo de &cido miristico nas gemas. Segundo o
United States Department of Agriculture (USDA), 2003, em média, a fracdo de lipidios das
gemas constituida pelo acido miristico corresponde a 0,41%.

No presente estudo, embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na analise de
regressdo polinomial para a concentracdo do acido graxo DHA, observa-se, pela diferenca
significativa na comparacdo de médias que, conforme o aumento na suplementagdo do
Schizochytrium sp as dietas, houve aumento na concentracdo deste AGPI ®-3 nas gemas (Figura
2). Resultados semelhantes foram reportados por Sefer et al. (2011) e Ao et al. (2015) ao
suplementarem as dietas das aves com microalgas. Segundo Park et al. (2015) recentemente,
microrganismos marinhos oleaginosos tem se tornado disponiveis como alternativa aos de dleos

de peixe, para a fortificacdo de varios alimentos funcionais. Portanto, algumas das espécies de
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algas, incluindo Schizochytrium, tém sido usadas principalmente como aditivos na alimentagéo
de aves visando a produgdo de ovos enriquecidos com AGP’s ®-3 (Chin et al., 2006; Lemahieu
et al., 2013), entretanto, segundo Lamas et al, (2015), entre todos os 6leos de microalgas, apenas
aqueles fornecidos a partir de Schizochytrium sp. e Ulkemia sp. sdo atualmente autorizados pela
Comissao Europeia (Decisdes 2009/777 e 2009/778) a serem aceitos como ingrediente alimentar.

O EPA néo foi acumulado na gema dos ovos, conforme anélise do perfil lipidico ilustrado na
Tabela 2, mas aparentemente convertido e depositado como DHA. (Fredriksson et al., 2006;
Nitsan et al., 1999). Entretanto, no que diz respeito a fisiologia humana, o DHA pode servir
como uma fonte tanto de EPA e DHA, porque o tecido humano pode reconverter o DHA em
EPA (Fischer et al., 1987; Rosenthal et al., 1991; Conquer e Holub, 1996; Conquer & Holub,
1997). O DHA tem importante fun¢do no funcionamento e desenvolvimento da retina (sendo o
acido graxo mais abundante em sua membrana fotorreceptora) (Stanke et al., 2008) e cérebro
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2005) predominando na maioria das membranas celulares,
sua concentracdo pode afetar a atividade dos receptores de membrana e fluidez (Simopolus,
1999), sendo esta essencial para que as proteinas possam ter a mobilidade necesséria para
desempenhar suas fun¢des na camada bilipidica e na formagéo do tecido cerebral e visual.

De acordo com Karr et al. (2011) a dieta materna, antes da concepcdo, € de suma
importancia ja que determina o tipo de &cido graxo que ira se acumular no tecido fetal. O
transporte dos acidos graxos essenciais € realizado atraves da placenta, os quais sdo depositados
no cérebro e retina do embrido. Além disto, ocorre importante aumento simultaneo nas glandulas
mamarias durante esta fase. O deposito de DHA no cortex cerebral e retina ocorrem
principalmente no Gltimo trimestre da gestacdo e nos primeiros seis meses de vida extrauterina,

podendo se estender até os dois anos. Em estudo realizado por Torres (2009) foi observado que o
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consumo de EPA e DHA no Brasil é baixo, relacionando este dado ao fato que o consumo de
peixe chega a ser dez vezes menor quando comparado ao consumo de carne bovina, concluindo
que a populacdo brasileira, incluindo gravidas e lactantes, esta longe de chegar a recomendagdo
ideal de ingestdo de DHA. Neste sentido, 0 consumo de ovos que contenham maior teor de DHA

poderia ser uma alternativa visando aumentar a ingestao deste AGP’s pela populag@o.

4.3. Relacdo ARA:DHA e @6:@3

Estudos recentes mostram que a relacdo ARA:DHA esta relacionada a uma boa salde e
desenvolvimento cerebral (Mcnamara et al., 2009; Hoffman et al., 2009), contudo ha& poucos
trabalhos abordando essa relagdo em ovos enriquecidos com ®-3. Os &cidos graxos ARA e DHA
sdo os principais componentes da membrana fosfolipidica das células e s&o os &cidos graxos
poli-insaturados predominantes no sistema nervoso central, entretanto, dietas ricas em AGP’s o-
6 produzem grande quantidade de metabdlitos do ARA, o qual é precursor da “série 2” dos
eicosanoides, que sdo importantes biomediadores (Kus & Mancini — Filho, 2010) e, tendem a ter
acdo vaso constritora, pré inflamatéria, potencializar a dor e edema e proliferativa na maioria dos
tecidos. O EPA, precursor do DHA, produz eicosanoides da série 3, os quais apresentam efeito
inflamatdrio e proliferativo menor. Eicosandides derivados do ARA e do EPA competem pela
via das enzimas cicloxigenases, (originando as prostaglandinas e tromboxanos e, via das enzimas
lipoxigenases (originando os leucotrienos). Entre os eicosanéides, a maior afinidade do ARA
pela cicloxigenase resulta em uma maior probabilidade de obtencdo das prostaglandinas e
tromboxanos da série 2. Em funcdo dessas diferencas fisiologicas tem-se proposto que a

producdo excessiva de eicosanoides da série 2 esta relacionada com a ocorréncia de desordens
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imunoldgicas, doencas cardiovasculares e inflamatorias, sendo recomendado aumentar a ingestéo
de 4cidos graxos -3 para elevar a producédo de eicosanoides da série 3 (Simopoulus, 2004).

Segundo Ramin et al. (2013), atualmente os indices de relacdo entre @-6/®m-3 nas dietas
ocidentais pode chegar de 10:1 a 25:1, resultado, provavelmente, do grande consumo de produtos
industrializados e fast foods, podendo estar relacionado ao elevado indice de obesidade daquela
populacdo. Neste contexto, a alimentacdo balanceada colabora com a prevencdo e/ou tratamento
de vérias doencas inflamatdrias (Stanke-Labesque et al., 2008).

A razdo entre a ingestio de AGP’s ®-6 e AGP’s ®-3 € importante ja que sdo
metabolicamente e fisiologicamente diferentes e apresentam funcdes fisiol6gicas opostas. Um
grande excesso de &cidos graxos de uma série na dieta pode inibir a dessaturacdo de quantidades
menores de um &cido graxo de outra série (Skrtic et al., 2008). O Instituto do Coragdo de Lyon
(Franga), recomenda a razdo entre ®-6:®-3 de 4:1 ou menos (Simopoulos, 2000; Simopoulos,
2006). De acordo com Bertechini e Mazzuco, (2015), a relagdo ®-6/®@-3 sdo de 7:1 em 0ovos
regulares, nos ovos enriquecidos com AGP’s ®-3, 0s valores variam ao redor de 3,7:1, ou menos.
Portanto, atende a recomendacdo dietética (Simoupoulos, 2008; Deckelbaum, 2010), bem como
os resultados encontrados no presente trabalho, que podem ser atribuidos a maior concentracao
de AGP’s ®-3 na dieta das poedeiras, de acordo com o aumento na inclusdo de microalgas as

dietas.

4.3. Analise sensorial
De acordo com Idoia et al. (2007), o uso de 0leo de algas mostra beneficios adicionais ao
aumento da concentracdo de &cidos graxos de cadeia longa nos ovos, incluindo baixa intensidade

de sabor e odor, quando comparado ao 6leo de peixe. No presente estudo, mesmo 0s ovos com
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maior suplementacdo de algas (2,0%) mantiveram suas caracteristicas sensoriais entre val
relacionados a regularmente melhor que a padrdo (3) e (4) ligeiramente melhor que a amostra
padréo.

Apesar dos efeitos positivos de alguns 6leos (6leo de peixe, por exemplo) sobre o perfil de
acidos graxos de ovos, sua utilizacdo em racGes de poedeiras elevou as preocupagdes
relacionadas com a qualidade sensorial (Lawlor et al., 2010). Niveis de inclusdo acima de 1,5%
de 6leo de peixe podem gerar ovos que geralmente apresentam caracteristicas sensoriais que nao
sdo aceitas pelos consumidores ocidentais (Gonzalez-Esquerra & Leeson, 2000). Contudo, a
inclusdo dietética de 6leo de peixe em niveis em torno de 1,5% geralmente resulta em niveis de
DHA na gema abaixo de 100 mg/ovo (Aymond e Van Elswyk, 1995; Gonzalez-Esquerra e
Leeson, 2000; Lawlor et al., 2010). Existem relatos na literatura de que ovos de galinhas
alimentadas com linhaca apresentam odor ou sabor diferentes ao esperado (Woods e Fearon,
2009) similares aqueles encontrados em ovos de galinhas que tiveram suas dietas suplementadas
com elevado nivel de 6leo de peixe (acima de 1,5%) ou 60 mcg de 6leo de peixe encapsulado/ kg

de ragédo (Van Elswyk, 1997; Lawlor et al., 2010).

5. Concluséao

A inclusdo de diferentes niveis de um produto formulado a base de microalgas do género
Schizochytrium sp na dieta de poedeiras comerciais aumentou o teor do &cido graxo poli-
insaturado docosahexaendico nos ovos, e diminuiu a relacdo entre os acidos graxos da série

omega 6: dmega 3, sem interferir nas caracteristicas de qualidade interna e sensoriais dos ovos.
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Tabela 1

Composic¢ao e niveis nutricionais calculados das dietas experimentais

Ingredientes (%) T1 T2 T3 T4
Milho 63,25 63,76 62,81 60,90
Farelo de soja 24,20 24,12 24,28 24,61
Oleo soja 0,50 0,00 0,00 0,00
Calcéreo calcitico 6,03 5,60 5,88 6,26
Fosfato bicalcico 1,39 1,39 1,40 1,60
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
DL Metionina 0,13 0,13 0,13 0,13
Nucleo postura 0297* 4,00 4,00 4,00 4,00
Schizochytrium sp 0,00 0,50 1,00 2,00
> 100,00 100,00 100,00 100,00

Niveis nutricionais calculados
Energia metabolizavel (kcal/kg)  2750,00 2750,00 2750,00 2750,00

Proteina bruta (%) 16,30 16,30 16,30 16,30
Célcio (%) 3,86 3,70 3,81 4,00
Faésforo (%) 0,81 0,81 0,81 0,85
Faésforo disponivel (%) 0,39 0,39 0,39 0,42
Saédio (%) 0,32 0,32 0,32 0,32
Cloro (%) 0,33 0,33 0,33 0,33
Metionina total (%) 0,46 0,46 0,46 0,46
Lisina total (%) 0,83 0,83 0,84 0,84

1 Composicdo garantida (por kg ): vitamina A: 184000 Ul; vitamina D3: 46000 Ul; vitamina
E: 345 mg; vitamina K: 46 mg; vitamina B12: 180 mg; tiamina: 23 mg; riboflavina: 92 mg;
piridoxina: 69 mg biotina: 1,44 mg; niacina 23: mg; &cido félico: 12 mg; colina: 900 mg;
metionina: 1,80%;calcio: 30%; fosforo:4,85%; sédio: 2,40%; manganés: 2940 mg; ferro:
1260 mg; zinco: 2100 mg; cobre: 250 mg; cobalto: 8,40 mg; selénio: 14,70 mg
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1094 Tabela 2

1095

1096 Média das variaveis de qualidade interna dos ovos para cada nivel de inclusdo de ALL G Rich®
Trat Pov, gt Mov? GE3 Uh? PG, g° PCI, ¢° EC, mm” PC, ¢
1 62,92+0,75 269,56+9,69 1088,50+0,69 90,33+1,13 16,47+0,31 38,84+0,55 39,53+0,40 6,10+0,12
2 62,73 +0,75 268,21+£9,69 1089,00+£0,69 88,96+1,13 16,58+0,31 38,13+0,55 40,16 +0,40 6,22 +0,12
3 63,60 0,78 283,96 +10,01 1088,45+0,71 9135x1,71 16,76+0,32 39,14+0,56 39,64 +0,42 6,22+0,13
4 62,60+0,75 263,26+9,69 1088,18+0,69 90,61+1,13 1584+0,31 38,53+0,55 39,64+0,40 6,10+0,12
P 0,8103 0,4959 0,8693 0,5218 0,2085 0,623 0,6834 0,5777
cv® 4,81 14,30 0,26 5,02 1,77 5,70 4,11 6,55
Erro 3,04 38,79 2,77 4,54 1,28 2,20 1,64 0,40

1097 1Peso dos ovos; 2Massa dos ovos, 3Gravidade especifica, “Unidade Haugh, *Peso de gema,®Peso de clara, "Espessura da casca, *Peso da casca,

1098 Sprobabilidade de declarar significativo efeito do ALL G Rich® inexistente, *°Coeficiente de variacéo, em percentagem.
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1120
1121

Tabela 3

Perfil de &cidos graxos, em %, na gema de ovos de aves alimentadas com diferentes niveis de Schizochytrium sp

< Errg Valor de P
Acidos Graxos Tratamentos p1 CV,2 padrao
Tl T2 T3 T4 Linear Quadratico

Miristico 0,42 0,77 0,62 0,40 0,0037 13,25 0,06 0,3347 0,0218
Palmitico 23,85 25,65 26,28 27,05 05254 11,98 3,08 0,6195 0,8095
Palmitoléico 2,57 3,01 3,49 296 0,1364 16,77 0,5 0,7530 0,7210
Estearico 9,61 10,7 9,88 9,73 0,6627 13,39 1,33 0,2588 0,2912
Oleico 33,29 40,16 39,76 38,26 0,3629 1543 584 0,3938 0,1599
Linoleico 14,12 13,82 13,63 13,73 09859 14,16 1,95 0,9173 0,9833
Alfa-linolénico 0,10 0,64 0,23 0,38 0,3201 73,83 0,26 0,0952 01070
Eicosaendico 0,02 0,38 0,20 0,38 0,2612 30,08 0,09 0,1339 0,1116
Araquidbnico 3,30 3,07 2,27 241 0,3425 32,43 0,39 0,8313 0,5466
Docosahexaendico 2,30 2,88 3,80 513 0,0140 30,08 1,06 0,8674 0,8011

Probabilidade de de declarar significativo efeito de Schizochytrium sp inexistente; 2CV,%: coeficiente de variagdo em percentagem
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Fig 1.

Efeito dos niveis de inclusdo de Schizochytrium sp sobre a concentracao de

acido miristico nas gemas
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Fig 2. Efeito dos niveis de inclusdo de Schizochytrium sp sobre o conteido de DHA nas gemas
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Fig 3 Razdo entre os &cidos graxos araquidénico e docosahexaenoico de acordo com os niveis de
inclusdo de Schizochytrium sp as dietas
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Fig 4 Razao entre os acidos ®6:@3 de acordo com os niveis de inclusao de Schizochytrium sp as

dietas
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Fig 5 .Média dos atributos sensoriais avaliados nos ovos de acordo com os niveis de inclusdo de Schizochytrium sp
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7 Consideracg0es finais

A inclusdo de um produto formulado a base de microalgas do género
Schizochityum sp nos niveis de 0,5%, 1,0% e 2,0% na dieta de poedeiras ndo afetou
os parametro de desempenho produtivo e imunolégicos de aves vacinadas contra a
doenca de Newcastle.

O perfil lipidico das gemas foi alterado significativamente, apresentando maior
concentragdo de acido miristico quando as aves foram alimentadas com 0,5% de
algas, aumento linear do acido graxo poli-insaturado docosaexahendico, diminuicdo
na relacdo entre o0s acidos graxos poli-insaturados araquidénico e
docosahexaendico (pertencentes as familias 6mega—6 e 6mega-3, respectivamente)
bem como na relagdo total entre as familias 6mega-6 e 6mega-3 , de acordo com o
aumento nos niveis de inclusdo do produto.

Estratégias nutricionais tém sido propostas na formulacao das aves, tornando-
as enriquecidas em nutrientes especificos. Frente a grande difusdo e maior
abrangéncia de informacdes, o mercado é formado por consumidores cada vez mais
conscientes quanto a qualidade dos alimentos que consomem e 0s impactos em sua
salde e qualidade de vida. Ovos enriquecidos com &cidos graxos Omega-3 sio
opc¢Oes disponiveis ao consumidor, porém, por apresentarem alto valor comercial,
abrangem um nicho especifico de consumidores.

Sugere-se novos estudos para avaliacdo de efeitos complementares da
inclusdo da microalga marinha do género Schizochitryum sp no desempenho

zootécnico e parametros imunoldgicos de poedeiras.
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