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RESUMO

NUNES, Adriano Silva. Acido citrico como promotor de crescimento para codornas.

Sergipe: UFS, 2016. 21p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia)

RESUMO: Os estudos quanto ao uso de antimicrobianos naturais vém sendo intensificados
devido a possibilidade dos antimicrobianos quimicos causarem resisténcia bacteriana em
humanos. Dentre os antimicrobianos naturais destacam-se os dcidos organicos por
exercerem efeitos similares aos antimicrobianos convencionais, estimulando pesquisas
com o acido citrico por ser um dos potenciais antimicrobianos naturais. Relaciona-se
também o crescente desafio sanitdrio em razdo do modo de criagdo intensivo € 0 maior
risco sanitario, tornando o uso de antimicrobianos necessario. Por isso, avaliar os efeitos de
diferentes niveis de dcido citrico como promotor de crescimento em dietas de codornas
Japonesas € essencial. Para isso, realizou-se um ensaio de sensibilidade para verificar se o
acido citrico pode inibir o crescimento bacteriano de Escherichia coli e Salmonella spp in
vitro e um teste a campo a fim de verificar seus efeitos sobre o desempenho de codornas
japonesas, quantificar o crescimento bacteriano no trato digestivo, avaliar a influéncia do
acido citrico sobre a expressdo de genes relacionados ao transporte de nutrientes e a
capacidade antioxidante intestinal; para entdo determinar o nivel adequado de inclusdo do
acido citrico. O ensaio in vitro foi realizado utilizando trés niveis de acido citrico (0,0; 0,6
e 1,2%) a fim de verificar sua influéncia sobre Escherichia coli e Salmonella. Verificou-se
que estes niveis ndo exerceram influéncia sobre as mesmas. O ensaio de desempenho foi
realizado utilizando 450 codornas com nove dias de idade, distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado, dentro de cinco tratamentos, nove repeticoes e 10 aves por
unidade experimental. As dietas foram isoenergéticas e isoprotéicas e cinco niveis de dcido
citrico foram testados: 0,0; 0,3; 0,6; 0,9 e 1,2%. O experimento teve duracdo de 35 dias. O
acido citrico influenciou o ganho de peso (P=0,01), a conversdo alimentar (P=0,05) e a
expressio dos genes B’ATI (P=0,01), SGLTI (P=0,01), GPX 7 (P=0,01) e SOD (P=0,01).
Conclui-se que o 4cido citrico nao inibiu o crescimento de Escherichia coli e Salmonela
sp. em ensaios in vitro; entretanto, melhora a expressao do transportador de aminoacidos e
cotransportador sodio-glicose 1. O melhor nivel de 4cido citrico em dietas para codornas

de postura em crescimento € de 0,60%.

Palavras chave: Antimicrobiano; aves; expressao génica; microbiologia; produg@o animal



ABSTRACT

NUNES, Adriano Silva. Citric acid as a growth promoter for quail. Sergipe: UFS, 2016.

57p. (Dissertation - Master Degree in Animal Science)

ABSTRACT: The studies about the use of antimicrobials has been intensified, due to the
possibility of these antimicrobials being the cause of bacterial tolerance in human beings
that consume products of animal origin. The organic acids stand out among the natural
antimicrobials, performing similar effects to convencionals antimicrobials. Although, the
citric acid stands out as a potential natural antimicrobial. Because the coturniculture follow
the same trend of the poultry industry, which is growing, to keep production levels in
farming systems to meet the market demand, the use of antimicrobials is necessary.
Therefore, it is necessary to evaluate the effects of different levels of citric acid as a growth
promoter in Japanese quail diets. To achieve this, a sensibility analysis was realized to
verify if citric acid has the capacity to inhibit the bacterial growth of Eschrichia coli and
Salmonella spp in vitro, and a field test to further examine its effects on the Japanese
Quails' digestive tract bacterial growth, evaluate the impact the citric acid has on the
manifestation of genes related to nutrients transportation, and intestinal antioxidant
capacity; so that the adequate level of citric acid integration can be determined. The in
vitro testing was realized utilizing three levels of citric acid (0,0%; 0,6% and 1,2%) to
verify its impact on Eschrichia coli and Salmonella spp , which was none. The
performance test was realized utlizing 450 nine days old quails divided in total random
design with five treatments, nine iterations and 10 birds per unit. Was inert added so to
keep the diets isoenergetic and isoproteinicm getting five levels of citric acid: 0,0; 0,3; 0,6;
0,9; and 1,2%. The trials spanned 35 dias and the testing protocols were approved by the
ethics comitee. The citric acid had a impact on growth (P=0,01), feed conversion (P=0,05),
as well as manifestation of the genes SGLTI (P=0,01), GPX7 (P=0,01), and SOD (P=0,01).
In conclusion, the citric acid did not inhibit Eschrichia coli and Salmonella spp growth in
the in vitro tests; improves the manifestation of aminoacids transporter and Sodium-
glucose cotransporter 1. The best citric acid level for growing laying quails diet is of

0,60%.

Keywords: Antimicrobial; birds; gene expression; microbiology; animal production
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1. INTRODUCAO

A avicultura é um setor que estd em franco crescimento e a coturnicultura, por sua
vez, segue esta tendéncia, ja que a producdo de codornas € uma excelente alternativa para
alimentacdo humana, sendo utilizada tanto para producdo de ovos, quanto para produgdo
de carne (Silva et al., 2009). A coturnicultura ainda é uma 6tima fonte complementar de
renda, pois essas aves demandam pouco espaco para sua criacdo, baixo custo de
investimento e apresenta precocidade produtiva, o que resulta em rapido retorno dos custos
de implanta¢do. Segundo Jordao Filho (2008), as codornas sd@o mais resistentes ao calor e a
doengas que acometem outras aves, tornando essa atividade altamente promissora para o
nordeste brasileiro.

As codornas sdo origindrias da Asia, Europa e norte da Africa, pertencem a familia
dos Fasianideos (Fhasianidae) e a sub-familia dos Perdicinidae, sendo entdo, da mesma
familia das galinhas e perdizes (Pinto et al., 2002). Os japoneses, a partir de 1910,
iniciaram estudos e cruzamentos entre codornas provindas da Europa e espécies selvagens,
originando uma ave domesticada chamada de Coturnix coturnix japonica ou codorna
japonesa. Logo apds, esta ave comecou a ser explorada, visando a produgdo de carne e
ovos (Reis, 1980) em sistemas de producdo com a méxima eficiéncia produtiva destas.

Em sistemas de criagdo intensiva, visando manter a produtividade, durante muitos
anos foram utilizados antibidticos como promotores de crescimento na racao das aves, por
melhorarem o desempenho dos animais. Entretanto, como a utilizacdo de alguns destes
medicamentos estd atualmente proibida no Brasil e mundo, surgem alternativas, a exemplo
do uso de antimicrobianos naturais que atuam como promotores de crescimento € que
exercem atividade similar aos promotores de crescimento quimicos, devido a sua
capacidade de controlar agentes infecciosos, aumentando por consequéncia, o desempenho
animal (Palic et al., 1998; Miles et al., 2006).

Dentre as alternativas, o uso do &cido citrico destaca-se, por ser um &4cido fraco,
tricarboxilico, completamente solivel em édgua, biodegraddvel, de baixo ponto de fusdo,
atoxico, ndo inflamével, com boa disponibilidade na natureza (Pastore et al., 2011). Além
disso, o 4cido citrico reduz o pH intestinal, prevenindo o desenvolvimento e o crescimento
de microrganismos patogénicos (Ostermann, Sanfekuce e Vieira, 2005; Deepa et al., 2011).

Outro efeito associado ao acido citrico € sua possivel influéncia sobre a microbiota
no intestino de codornas. Em estudos desenvolvidos por Ogita, Fujita e Tanaka (2009)

avaliando o efeito do dcido citrico em bactérias Gram-negativas, observaram que o acido
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critico a 20mM possui efeito bacteriostatico para Escherichia coli, levando a inferir uma
possivel atuacdo do &cido citrico sobre o controle da populagdo de microrganismos
oportunistas no organismo das aves.

Aliado a isso, os efeitos deste aditivo na expressdo de genes relacionados aos
processos oxidativos e transportadores de nutrientes ainda € pouco explorado. Assim, o
estudo da nutrigendmica em codornas pode ajudar a compreender melhor a acdo
metabdlica dos nutrientes e seus compostos bioativos sobre a acdo génica, contribuindo
efetivamente para se determinar os efeitos e funcionalidade do 4cido citrico no organismo
das codornas.

Deste modo, € possivel afirmar que pouco se conhece sobre seus efeitos como
promotor de crescimento natural quando adicionado as dietas de codornas, em especial em
relacdo a seus efeitos na microbiota intestinal e expressdo génica. Por esta razdo, justifica-
se estudar e avaliar os efeitos e funcionalidade do 4cido citrico sobre o desempenho,

microbiota intestinal e expressdo génica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Origem e Importancia das Codornas no Brasil e Mundo

No inicio do século XIX os japoneses iniciaram trabalhos de cruzamentos entre as
codornas oriundas da Europa com espécies silvestres, os cruzamentos resultaram em uma
ave doméstica denominada Coturnix coturnix japdnica, com coloracdo castanha e
comportamento agitado, a qual poderia ser criada de forma racional em pequenos espagos e
com produ¢do em escala para atender o mercado, fato este que possibilitou a sua
exploragdo para fins comerciais (Reis, 1980).

De acordo com Barreto et al. (2007), para a coturnicultura industrial existem trés
tipos disponiveis de codornas: a codorna americana ou Bobwhite quail (Colinus
virginianus), a japonesa (Coturnix coturnix japodnica) e a europeia (Coturnix coturnix
coturnix). Essas aves apresentam caracteristicas peculiares que direciona cada tipo para
suas aptidoes: producdo de carne (europeia e americana) ou ovos (japonesa).

A avicultura brasileira € de grande importancia no cendrio mundial e seu expressivo
progresso contribui consideravelmente com a criacdo de empregos diretos e indiretos € na
renda, consolidando a economia agropecudria nacional. A coturnicultura € uma divisdo da
avicultura, onde codornas sdo criadas para produ¢do de ovos ou para abate. Recentemente
essa atividade tem apresentado elevado crescimento, com adequacdes as novas técnicas e
tecnologias de producdo, por este fato, no lugar de uma atividade tido como de subsisténcia
passou a ser considerada uma atividade altamente tecnificada e produtiva (Pastore et al.,
2012).

A codorna japonesa € a mais difundida mundialmente por sua grande precocidade e
alta produtividade (Baungartner, 1994). A pratica da criacdo de codornas no Brasil, foi
introduzida no pais por volta de 1950, a Coturnix coturnix japonica é uma linhagem de
baixo peso corporal, com média de 150g por ave quando adulta, utilizada principalmente
para a produgdo de ovos (Pastore et al., 2012). Se comparadas as galinhas poedeiras, que
iniciam a postura em torno dos 120 dias de idade, as codornas sdao mais precoces por
iniciarem a postura com menos de 40 dias; além de serem mais tolerantes a temperaturas
elevadas e as doengas que normalmente acometem outras aves (Jordao Filho, 2008). Estas
caracteristicas a torna uma ave de fécil difusdo e possibilita sua exploracdo rentdvel desde
agricultura familiar a grandes empresas avicolas.

A difusdo desta ave se baseia principalmente no aumento da produ¢do de ovos que

estd associado a fatores como o rdpido crescimento, precocidade produtiva, maturidade
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sexual em curto tempo (35 a 42 dias), a alta produtividade (média de 300 ovos/ano),
necessidade de pequenos espacos para manter grandes populacdes de aves, a grande
longevidade associada a alta producdo (14 a 18 meses), o pequeno investimento e, como
consequéncia, o rdpido retorno financeiro (Pastore et al., 2012).

Ap6s a introducdo das codornas no Brasil, a atividade continuou crescendo no pais.
Em 2011, o Brasil passou a ser o quinto maior produtor mundial de carne de codornas e o
segundo maior produtor de ovos (IBGE, 2012). Como jia mencionado, o crescimento
constante do consumo de ovos e da carne de codorna pode estar relacionado a elementos
como mudangas sociais e habitos da populacdo, preco mais acessivel, maior conhecimento
da qualidade do produto, facilidade de acesso para os consumidores, crescimento acelerado
das aves e rdpido retorno financeiro com baixos investimentos, favorecendo a
comercializacdo (Silva, 2009; Pastore et al., 2011) e, consequentemente, a expansao de
sistemas produtivos no Brasil.

A populacdo de codornas no Brasil em 2014, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2014) era de 20,34 milhdes de cabecas. Um aumento
expressivo quando comparado ao ano de 2013, onde houve aumento de 11,9% no nimero
de aves no pais. A regido sudeste € a maior produtora nacional de codornas, devido a sua
proximidade com a regido produtora de graos, tais como milho e soja, ao clima propicio a
producdo dessas aves e por ser uma das maiores regides consumidoras de produtos destas
aves. A producdo nessa regido corresponde a 78,2% da produgdo nacional de codornas,
sendo Sdo Paulo, o estado com maior populacdo de codornas, correspondendo a 54,5%
desta populacdo. Destaque para as cidades de Bastos e lacri com 19,7% e 14,8% do total,
respectivamente (IBGE, 2014).

O rebanho efetivo de codornas no Nordeste em 2014 de acordo com o IBGE era de
1.225.920, representando um aumento de 11,2% quando comparado a 2013. O estado de
Sergipe possuia 13.160 codornas em 2012 (0,1% da populacdo total). O Nordeste produziu
18.226.000 de dizias de ovos em 2013, produgdo que gerou receita de R$ 24.249.000,00;
sendo Sergipe o menor produtor de ovos, com cerca de 84.000 duzias de ovos (IBGE,
2013). Em 2014 a produgdo nacional de ovos de codorna foi de 392,73 milhdes de duzias,
representando um aumento de 14,7%, em comparacio a 2013 e o valor arrecado foi de R$
312.220.000,00 (IBGE, 2014). Estes dados demonstram a importancia da coturnicultura
para o pais e a capacidade do estado em aumentar sua populagdo de codornas e a renda

através da ampliac@o de seus sistemas produtivos.



Contudo, para que a produgdo seja mantida em niveis desejados € necessaria
adequacdo da producdo ao mercado consumidor, bem como conhecer as aves a serem
criadas; possibilitando aumento de renda, empregos e maior produtividade (Evangelista,

Nogueira Filho, Oliveira, 2008).

2.2. Sistema e Processo Digestorio

O sistema digestério das aves é composto por: bico (palato superior e inferior),
lingua, glandulas salivares e botdes gustativos, seguido da faringe e do eso6fago (dividido
em cervical e tordcico) que € um tubo muscular que vai desde a faringe até o estdmago,
possui glandulas mucosas e uma dilatacdo na regido cervical denominada inglivio (papo)
que armazena o alimento ingerido (Bell, 2002). As glandulas desta regiao produzem muco
que possibilita a umidificagdo do alimento, sendo que existem receptores no inglivio que
controlam a ingestdo de alimentos (Palermo-Neto, Spinosa, Gérniak, 2005).

O estdmago € composto por dois compartimentos: o proventriculo (ou estdmago
glandular) e a moela (ou estbmago muscular) separados pelo istmo. A tinica mucosa do
proventriculo € altamente pregueada e rica em glandulas do tipo tubulares simples
ramificadas formadas por células zimogénicas, secretoras de pepsinogénio, dcido cloridrico
(HCI) e muco (Palermo-Neto, Spinosa, Gérniak, 2005). As secrecdes glandulares sdo
estimuladas pela presenca de alimento no estbmago. A proteina ingerida entra em contato
com o HCI e € desnaturada para que a pepsina exerca sua funcdo. A mistura do alimento
com as secre¢des € impulsionada do proventriculo para o estdbmago muscular (moela), o
qual € constituido por dois pares de musculos (musculos finos e grossos) que tem a funcao
de triturar e misturar ainda mais o alimento com as secrecOes gastricas (Bell, 2002;
Palermo-Neto, Spinosa, Gorniak, 2005).

A partir da regido pilérica da moela, o quimo formado € carreado para o intestino
delgado, sendo este subdividido em trés por¢des: duodeno, jejuno e ileo. O duodeno
consiste em uma al¢a intestinal que envolve o pancreas. O pancreas produz dois tipos de
secrecOes: uma rica em bicarbonato e dgua que diluem e neutralizam o 4cido produzido
pelo proventriculo, elevando o pH e tornando o ambiente adequado para as células
intestinais, quanto que a outra secrecdo € rica em enzimas para digestdo de proteinas,
carboidratos e gorduras. A bile emulsifica e digere gorduras, é produzida pelo figado,
armazenada na vesicula biliar e secretada no intestino (Palermo-Neto, Spinosa, Gorniak,
2005). Logo apds vem o jejuno, que € a porcao mais longa do intestinal delgado, possui a

marca da ligacdo com o saco vitelinico denominada de diverticulo de Meckel,
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posteriormente segue o ileo, sem delimitacdo definida, com inicio a partir do diverticulo ou
oposto aos dpices dos cecos e tendo como fim a ligacdo cecocdlica (Macari, Furlan,
Gonzales, 2002).

O Intestino grosso € relativamente curto e sem demarcacdes definidas, sendo
dividido em cecos, colon, reto e cloaca (Palermo-Neto, Spinosa, Gérniak, 2005). O ceco
estd localizado na jungdo entre o intestino delgado e o intestino grosso, a digestdo de
proteinas e carboidratos no ceco € pouco relevante; entretanto, através da fermentacao
microbiana sdo produzidos 4cidos graxos voldteis, os quais sdo transportados de forma
passiva para o sangue (Rutz et al., 2015).

As por¢des do intestino delgado sdo divergentes quanto a espessura da tinica
muscular e das paredes, pelas diferencas da altura das vilosidades e profundidade de
criptas, com fun¢do de aumentar a superficie de contato com o alimento, melhorando assim
a absorcao de nutrientes (Boleli et al., 2008). Os vilos sdo pregas macroscépicas formados
de trés tipos de células: caliciformes, os enterdcitos e as enteroenddcrinas (Maiorka, 2004 ).

As células caliciformes produzem muco que é formado por glicoproteinas insoliveis
em 4gua, as quais tém funcdo de protecdo do epitélio do intestino da acdo de enzimas
digestivas, evitando o poder corrosivo da digesta e dirimir a invasdo de patégenos, por se
ligarem as glicoproteinas no lugar de se aderirem a mucosa (Boleli et al., 2008). Os
enterdcitos possuem microvilosidades em seu bordo apical, sdo continuamente substituidos
por enterdcitos provenientes das criptas e atuam como barreira fisica, realizam a absor¢ao,
digestdo, secrecao e defesa. As células enteroenddcrinas regulam a digestdo e absorcdo,
por secretarem hormonios peptideos (Boleli et al., 2008).

Para o correto funcionamento celular, os eventos citoldgicos sdo primordiais para o
desenvolvimento e manutencdo da mucosa, sendo eles: perda celular, que € a extrusdo que
ocorre no dpice da vilosidade, e renovagdo celular, onde ocorre proliferacio e
diferenciagdo de células na cripta e na vilosidade. Através das vilosidades ocorre o
transporte dependente de sddio, onde os nutrientes passam do limen para o interior das
células. S30 mecanismos constantes necessarios para manuten¢do do tamanho e densidade
dos vilos; mantendo, portanto, a capacidade digestiva e absortiva do intestino (Boleli et al.,
2008). A renovacgao frequente em decorréncia de lesdes na mucosa demanda consideravel
gasto energético; devido a esse fator, ocorre declinio na absor¢do e como consequéncia
decresce o desempenho produtivo, o que enfatiza a importincia de um manejo correto € o

controle de patogenos intestinais nos sistemas produtivos (Maiorka, 2004).



No intestino delgado, os carboidratos sdo digeridos através da acdo de enzimas
digestivas que transformam polissacarideos e dissacarideos em monossacarideos, para
serem absorvidos (Macari et al., 2008). A glicose é o principal produto da digestdo de
carboidratos; sua absorcdo ocorre através do epitélio intestinal, das unides intercelulares,
por via paracelular, ou por via transcelular, por meio dos enterdcitos. Sendo realizada por
difusdo facilitada ou transporte ativo, que representa cerca de 80% da absor¢do de glicose,
com interacdo do substrato com proteinas da membrana do enterdcito (Wright et al., 2004).

No duodeno ocorre a maior absorcdo de glicose. A absorcdo de glicose contra um
gradiente de concentracdo envolve um transporte dependente de s6dio, denominado:
cotransportador sédio-glicose 1 (SGLT1) que realiza transporte ativo na membrana apical
do enterdcito, acumula monossacarideo no interior da célula contra seu gradiente de
concentracdo, através do qual a entrada de acucares estd acoplada ao gradiente
eletroquimico de fons de soédio (Wright et al., 2004). Com posterior transporte de glicose
na membrana basolateral por difusdo facilitada realizada pela proteina transportadora de
glicose (GLUT2) (Ferraris, 2001). Este mecanismo de absorcio € essencial para
manutencdo do organismo, sendo que os aminodcidos e peptideos sdo absorvidos pelos
enterdcitos através dos sistemas de transportes presentes na borda em escova e na
membrana basal do enterdcito (Frenhani, Burini, 1999).

Existem outras substidncias que agem no intestino, melhorando o controle das
bactérias no local ou melhorando o sistema de defesa no intestino dos animais. Dentre elas,
a glutationa faz parte de uma das defesas do organismo contra as espécies reativas de
oxigénio (ROS), interfere na catélise, metabolismo e transporte; participa ainda da sintese
de proteinas e dcidos nucléicos, da metabolizacdo de perdxidos e da inativagcdo de radicais
(Morand et al., 1997). E um dos antioxidantes hidrossoltiveis mais importantes, pois o
aumento de sua concentracdo € um indicativo do aumento da protecdo antioxidante (Bains,
Shaw, 1997). A glutationa peroxidase 7 (GPX7) é uma das enzimas que constituem o
sistema glutationa e quando ocorre estresse oxidativo hd alteracdes em seu metabolismo
(Huber, Almeida, Fatima, 2008). Os sistemas antioxidantes enzimdticos sdo compostos
pelas enzimas glutationa peroxidase, superéxido dismutase, catalase e glutationa redutase
(Milinkovic-Tur et al., 2007). O sistema antioxidante da glutationa faz parte, junto com a
catalase e a SOD, dos mecanismos antioxidantes enzimaticos (Halliwell & Gutteridge,
1989).

Neste contexto, o manejo adequado dos animais, bem como o controle ambiental e

sanitdrio € essencial para que o sistema digestorio funcione corretamente, permitindo que o
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animal obtenha alta eficiéncia na conversao de alimentos e menor particdo de nutrientes
com outros sistemas, tais como o imune; permitindo melhor ganho de peso e maior

eficiéncia no sistema.

2.3. Relacio entre Organismo e Microbiota

A microbiota intestinal € o conjunto de microrganismos presentes no trato
gastrointestinal, hd variagdes na populacdo entre os segmentos do intestino. Existem
microrganismos maléficos e benéficos, sendo que a maioria pertence ao dominio bactéria
(Pedroso, 2011). Sao de extrema importincia para producdo animal, pois estabelecem
relacdo de cooperacdo e competicdo por nutrientes e locais de fixagdo na mucosa (Ito,
Miyaji, Okabayashi, 2007). Além de influenciar a fisiologia, imunologia, bioquimica e a
resisténcia do hospedeiro (Tannock, 1998).

De acordo com Pedroso (2011), bactérias microaerdfilas facultativas colonizam o
intestino delgado de aves; 70% destas correspondem a Lactobacillus, 11% a
Clostridiaceae, 6,5% a Streptococcus e 6,5% a Enterococcus. J4 em relagdo as bactérias
anaerdbicas obrigatorias, 65% correspondem a Clostridiaceae, 14% a Fusobacterium, 5%
a Bacteroides ¢ 8% a bactérias microaerofilas facultativas; ainda ha mais 8% de
Lactobacillus, Streptococcus e Enterococcus que colonizam o ceco.

A microbiota tem diversas fun¢des no organismo, com destaque para o estimulo da
producdo de mucina, ajudando a inibir a translocacdo bacteriana (Mattar et al., 2002),
modular a expressao de genes ligados a absor¢do de nutrientes e auxiliar os mecanismos de
defesa do sistema imune (Zoco et al., 2007). Também ocupam pontos de ligagdo na
superficie da mucosa intestinal, competi¢do por nutrientes e a liberacdo de bacteriocinas,
realizando exclusdo competitiva (Lan et al., 2005). Ja a microbiota oportunista, que pode
causar efeito patogénico, representa cerca de 10% do total e pode ocasionar infec¢des
entéricas, tendo como causa o desequilibrio da microbiota intestinal benéfica, facilitando o
desenvolvimento de bactérias deletérias, resultando em danos tanto para o sistema
digestdrio, quanto para a ave (Maiorka, 2004).

Dentre elas, destaca-se o género Lactobacillus, sendo as espécies mais presentes na
microbiota das aves o Lactobacillus salivarius, Lactobacillus reuteri e Lactobacillus
fermentum no intestino delgado. No duodeno, jejuno e cloaca destacam-se o Lactobacillus
acidophilos (Andreatti Filho, Sampaio, 1999) e no ceco o Lactobacillus reuteri,

Lactobacillus salivarius e Lactobacillus acidophilus (Barros et al., 2009).



O género Lactobacillus apresenta pH de desenvolvimento ideal entre 4,5 a 6,4, e
cessa o seu desenvolvimento em pH entre 3,6 a 4,0 e temperatura de 2°C a 53°C, sendo que
a faixa otima para seu desenvolvimento estd entre 30°C a 40°C; produzem lactato, ndo
produzem dcidos graxos voldteis com mais de dois carbonos e podem produzir diéxido de
carbono, etanol, formiato e succinato. (Kandler, Weis, 1986).

Segundo Andreatti Filho (2007) os Lactobacillus possuem a funcdo de auxiliar o
sistema imune por estimular a secrecio de IgA intestinal. Também secretam acetato,
succinato lactato e etanol, que estimulam a proliferacio de outras bactérias como
Bifidiobacterium sp., Bacteriodes sp., Bacillus sp., Veilonella sp., responsiveis por
sintetizarem 4cidos graxos voldteis, reduzirem o pH, diminuirem a concentracdo de
oxigénio e se aderirem a parede intestinal limitando a multiplicacdo de bactérias
patogénicas (Ito, Miyaji, Okabayashi, 2007).

Dentre a microbiota oportunista se destacam a Escherichia coli e Salmonella. A
E.coli tem seu crescimento 6timo a 37°C, apesar se ser comensal, pode causar enfermidade,
principalmente em animais imunossuprimidos (Kariyawasam et al., 2006); ja a Salmonella
apresenta crescimento 6timo em temperatura de 37°C a 40°C (Berchieri Junior, Freitas
Neto, 2009). Possuem predilecdo pelo trato intestinal, mas podem causar doencas
sist€émicas devido a lesdes entéricas em animais que possuem desequilibrio da microbiota
intestinal (Porter Junior, 1998).

Assim, pode-se inferir que a formulacdo de ragdes com aditivos especificos pode
atuar de forma positiva no controle bacteriano ou melhorando a proliferacdo de bactérias
benéficas ao organismo, permitindo obtencdo de melhores resultados de desempenho dos

animais.

2.4. Uso de Antimicrobianos nas Racoes

Os sistemas de criagdo intensivos de aves possibilitaram aumentos da produtividade,
reducdo do espago fisico para instalacdes e maior retorno econdmico com a atividade
(Gopinger, Catalan, Roll, 2013). Contudo, a0 mesmo tempo em que € possivel obter tais
melhorias, implica também em maior risco de contaminagdes ambientais e,
consequentemente, surgimento das doencas dentro do plantel pelo maior nimero de aves
alojadas em espaco reduzido. Portanto, € necessdrio maior controle sanitdrio, pois o
ambiente se torna mais hostil para as aves aumentando o desafio sanitidrio no plantel

(Arruda, 2013; Gopinger, Catalan, Roll, 2013).



Neste contexto, tornou-se necessario o desenvolvimento e aplicacdo de técnicas que
sejam capazes e eficientes em reduzir a contaminacdo ambiental e consequentemente,
assegurar o desenvolvimento das aves. Por este motivo, o uso de antibidticos como
promotores de crescimento tornou-se cada vez mais presentes as dietas a fim de se reduzir
a ocorréncias de doencas no plantel, assegurando o desempenho em patamares aceitdveis,
acompanhando os modelos de produ¢do animal intensivo (Machado, Fontes, 2005).

Dentre os antibidticos utilizados como promotores de crescimento, podemos citar a
virginiamicina, linomicina, avilamicina, flavomicina, dentre outros, devido a sua
capacidade de controlar agentes infecciosos e aumentar ou pelo menos manter o
desempenho animal. No entanto, a utilizacdo destes antibidticos de maneira inadequada,
tem levantado questionamentos e discussdes entre pesquisadores devido a relacdo entre
antibioticos e resisténcia bacteriana em humanos (Menten, 2001); principalmente pela
utilizacdo de avoparcina, enrofloxacina e tilosina os quais vem sendo contestadas pela
possibilidade de desenvolver cepas cada vez mais resistentes contra antibidticos utilizados
em humanos (Khachatourians, 1998; Collignon, 2003, Chowdhury et al., 2009).

Outras preocupacOes levantadas foram quanto as barreiras comerciais que o uso de
antibidticos como promotores de crescimento ocasionam referentes a exportacdo de
produtos pecudrios, principalmente devido aos possiveis resquicios medicamentosos nos
produtos (Palermo Neto, 2006 e 2007).

No Brasil, a virginiamicina, linomicina, avilamicina, flavomicina, dentre outros, t€m
sido os mais empregados em dietas de frangos de corte, com objetivo de melhorar a taxa de
crescimento e a conversdo alimentar (Palic, Stankovic, Novakovic, 1998; Miles et al.,
2006) por promover a restauracdo da higidez orgéanica, reduzir os efeitos negativos sobre o
desempenho e sobre a mortalidade animal, os quais tém relagcdo direta sobre o rendimento
e a viabilidade do agronegécio (Spinosa, 2006; Palermo Neto, 2007). E comprovada a
melhora no desempenho de aves que consomem antimicrobianos em suas dietas quando
comparadas as dietas sem o aditivo (Miles et al., 2006; Toledo et al., 2007).

O crescimento de bactérias patogénicas pode ser limitado, ocasionando aumento da
microbiota intestinal autdctone e impedindo o supercrescimento de bactérias patogé€nicas
por meio de competicdo de nutrientes e pelos locais de fixacdo (Guedes, Franga, 2007).
Além disso, o metabolismo da microbiota autdctone produz substincias antibacterianas
que associadas ao muco intestinal imobiliza e facilita a elimina¢do dos patdgenos,
reduzindo a chance de adesdo destes e garantindo a integridade da barreira intestinal;

impedindo assim, que patégenos presentes no limen penetrem o tecido intestinal e
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cheguem a corrente sanguinea (Roth, 2005) influenciando negativamente o desempenho
animal.

A preservacdo da integridade da luz intestinal € regulada pelo tecido linfoide
associado ao intestino (GALT), dificultando a adesdo das bactérias na mucosa intestinal. O
GALT garante que o antigeno permaneca fora do organismo, além disso, tem a fungdo de
promover tolerancia imunoldgica a antigenos presentes em alimentos e a outras 400
espécies da microbiota autéctone, melhorando a resposta imunolédgica pela presencga local
do antigeno (Spahn, Kucharzik, 2004; Guedes, Franca, 2007).

De acordo com Stokes e Bailey (2000), o GALT ainda abriga a maioria das células
secretoras de imunoglobulinas, sendo em sua maioria IgA. Dessa forma, a imunidade
induzida no GALT pode ser transmitida para outras superficies mucosas (Guedes, Franca,
2007). Por esse motivo € de fundamental importancia o fornecimento de nutrientes que
atuem diretamente sobre a proliferacio de células secretoras de imunoglobulinas no
intestino por assegurar maior prote¢ao ao organismo.

As aves albergam em seu trato gastrointestinal vdarias bactérias, que variam em
numero e distribuicdo de maneira dependente da temperatura e regido. Segundo Saif et al.
(2008), o clostridium perfringens participa normalmente da microbiota intestinal de
frangos, mas em situacdes de desafios, como mudancas bruscas na alimentacdo,
salmoneloses, micotoxinas e coccidiose, estes microrganismos se reproduzem de maneira
acelerada e liberam toxinas que causam efeitos nocivos as aves.

O controle de tais microrganismos com uso de métodos alternativos tem se
destacado. Dentre eles, os dcidos organicos tém sido testados por serem eficientes no
controle microbiano do intestino e influenciar de forma benéfica na digestdo (Partanen e
Mroz, 1999). Estes resultados tém sido observados por restringir a carga de bactérias
patogénicas e proporcionar a formacdo da microbiota benéfica no trato gastrointestinal, ja
que possuem elevada atividade antimicrobiana. De acordo com Ostermann, Sanfekuce e
Vieira (2005) os dcidos orgéanicos atuam na prevenc¢do e/ou diminuicdo das infecgdes
causadas por bactérias patogénicas. Contudo, sdo poucas as pesquisas encontradas com o
propdsito de avaliar os dcidos organicos como promotores de crescimento na dieta de
codornas, tanto de corte quanto de postura.

O uso de 4cidos organicos bem como substancias andlogas tem demonstrado serem
eficazes no controle de bactérias patogénicas. Dentre estes, os mais conhecidos sdo os
acidos fumarico, férmico, acético, propidnico, butirico, latico e o citrico, pois tém-se

constatado que estes dcidos promovem aumento da digestibilidade de nutrientes, melhoram
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a morfologia intestinal, promovem a reducao da populacdo das bactérias patogénicas e, por
sua vez, aumentam a populacdo de bactérias autéctones (Partanen e Mroz, 1999).

O 4cido citrico € um tipo de acido ainda pouco estudado em relacdo a sua utilizagao
como promotor de crescimento em ragdes para animais de produgdo. Ele se torna potencial
como promotor de crescimento, pois assim como outros dcidos organicos, ele pode induzir
a acidez do meio e apresentar acdo antimicrobiana, por reduzir a capacidade de aderéncia
da bactéria a parede intestinal (Eidelsburger, 2001). Entretanto, pouco se conhece sobre

seus efeitos quando adicionados a dieta de aves, principalmente em codornas.

2.5.Acido Citrico Como Antimicrobiano

O 4cido citrico também conhecido como citrato de hidrogénio é um acido organico
fraco, tricarboxilico, completamente solivel em &dgua, biodegradavel, de baixo ponto de
fusdo, atéxico, ndao inflamdvel, presente nos compostos citricos (Pastore, Salah e
Zempuslki, 2011). E isolado a partir de frutas citricas e obtido pelo processo de
fermentacdo de sacarose realizada pelo fungo Aspergillus niger ou pela levedura Candida
lipolytica (Pastore, Salah e Zempuslki, 2011). Pode atuar prevenindo a formacdo e o
crescimento de microrganismos e esporos de bactérias patog€nicas, consequentemente
melhorando o desemprenho das aves (Miltenburg, 1999).

Uma das vantagens fundamentais no uso de acidos organicos como promotores de
crescimento € que estes sdo comumente encontrados na natureza e sdo originados por meio
de fermentagdo microbiana no trato gastrointestinal. Conforme descrito por Osterman,
Sanfekuce e Vieira (2005) e Deepa, Jeyanthi e Chandrasekaran (2011), esses dcidos sao
incluidos nas racdes de frangos de corte, por conseguirem reduzir o pH intestinal e,
consequentemente exercer acdo antibacteriana, prevenindo e proporcionando redugdo de
infec¢cdes causadas por bactérias patogénicas, a exemplo da Escherichia coli. Os niveis
encontrados ainda sdo contraditdrios e precisam ser aprimorados, tanto em frangos, quanto
em codornas. Gunal et al. (2006), desenvolveram um experimento utilizando a mistura de
acidos organicos (propidnico e formico) adicionados a dieta de frangos de corte e puderam
constatar que os dcidos organicos contribuiram para diminui¢do da populacdo de bactérias
gram negativas no intestino das aves.

O uso de 4cido citrico em dietas de frangos tem possibilitado aumentar a densidade
de células imunocompetentes no trato gastrointestinal, indicando maior resisténcia contra
patogenos entéricos e doencas infecciosas (Chowdhury et al., 2009; Khatun et al., 2010;

Haque et al., 2010); além do possivel aumento dos niveis de globulina sérica em dietas de
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aves que contém acidificantes (Rahmani, Speer e Modirsanei, 2005; Abdel-Fattah et al.,
2008), proporcionando possivel aumento na imunidade especifica.

Nezhad et al. (2007) estudaram trés niveis de inclusdo de acido citrico (0.0, 2.5,
5.0%) em dietas para frangos e observaram melhoria no desempenho. Haque et al. (2010),
observaram que a inclusdo de 0,5% do &cido citrico em dietas de frangos melhorou o
desempenho e a qualidade da carcaga dos frangos. Islam (2012) ao avaliar a inclusdo de
0,5% de acido citrico em dietas de frangos de corte, comprovou que o 4cido citrico pode
ser utilizado como promotor de crescimento em frangos de corte com resultados
comprovados; no entanto foi verificada grande variacdo nos niveis de inclusdo.

Portanto, € pertinente considerar que o dcido citrico pode apresentar propriedades
similares de outros compostos organicos que tém a capacidade de controlar bactérias
patogénicas, aumentando assim, o crescimento das aves e trazendo beneficios a produgdo
animal. Estes, aliados a nutricdio e ao controle ambiental, provavelmente podera
proporcionar a manuten¢do da produtividade nos diversos sistemas de criacao.

Por isso, sdo importantes estudos especificos para verificar o efeito do acido citrico
sobre o desempenho de codornas e definir niveis ideais para garantir o bem estar animal
aliado ao méaximo desempenho. Além disso, pouco se conhece a respeito de seus efeitos
quando adicionados as dietas das aves, principalmente de codornas; circunstiancia que o

torna um aditivo promissor na nutricao animal.
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RESUMO

NUNES, Adriano Silva. Acido citrico como promotor de crescimento para codornas.

Sergipe: UFS, 2016. 57p. (Dissertacdo — Mestrado em Zootecnia)

RESUMO: Foram avaliados os efeitos de diferentes niveis de 4cido citrico como promotor
de crescimento em dietas de codornas japonesas. Para isso, realizou-se um ensaio in vitro e
um teste a campo a fim de verificar tais efeitos sobre microrganismos patogénicos e
desempenho. O ensaio in vitro foi realizado no Laboratério de Bacteriologia da UFS
utilizando trés niveis de acido citrico (0,0, 0,6 e 1,2%) a fim de verificar sua influéncia
sobre Escherichia coli e Salmonella. O ensaio de desempenho foi realizado no Campus
Rural da UFS em Sdo Cristovao-SE. As aves (450 codornas) foram distribuidas em
delineamento inteiramente casualizado, dentro de cinco tratamentos, nove repeti¢des e 10
aves por unidade experimental. As ragdes continham cinco niveis de acido citrico: 0,0; 0,3;
0,6; 0,9 e 1,2% formuladas para serem isoprotéicas e isoenergéticas. Agua e racdo foram
ofertadas a vontade. O experimento teve duracdo de 35 dias. As codornas foram pesadas no
inicio e no fim do experimento, sendo que ao final foram abatidas para coleta de material
para avaliar o peso relativo de Orgdos, a resisténcia Ossea, e para as andlises
microbioldgicas e de expressdo génica. O &cido citrico influenciou o ganho de peso
(P=0,01), a conversao alimentar (P=0,05) e a expressdo dos genes BPATI, SGLTI1, GPX 7 e
SOD a 1% de probabilidade. O 4cido citrico ndo inibiu o crescimento de Escherichia coli e
Salmonela sp. no ensaio in vitro. O acido citrico melhorou a expressao do transportador de
aminodcidos e cotransportador sodio-glicose 1. Os niveis de 4cido citrico testados ndo
controlaram o crescimento de Streptococcus, Escherichia coli e Enterococcus no
organismo das codornas durante o experimento e o melhor nivel de dcido citrico em dietas

para codornas de postura foi de 0,60%.

Palavras chave: Antimicrobiano; aves; expressao génica; microbiologia; producao animal
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ABSTRACT

NUNES, Adriano Silva. Citric acid as a growth promoter for quail. Sergipe: UFS, 2016.

57p. (Dissertation - Master Degree in Animal Science)

ABSTRACT: The impacts of diverse levels of citric acid as a growth agent in the diet of
Japanese quails was evaluated. To this end, an in vitro and a field test were realized as to
verify such impacts on pathogenic microorganisms and performance. The in vitro testing
was done in the UFS Bacteriology Lab, utilizing three levels of citric acid (0,0%; 0,6% and
1,2%) to verify its impact on Eschrichia coli and Salmonella spp. The performance test was
realized on the UFS Rural Campus, on the municipality of Sdo Cristévao-SE. The birds
(450 quails) wrer divided in total random design with five treatments, nine iterations and
10 birds per unit. The portions were formed with five levels of citric acid: 0,0; 0,3; 0,6; 0,9;
and 1,2%, intended to keep the diets isoenergetic and isoproteinic, being served at will as
same as the water. The trials spanned 35 days. The quails were weighed at the beginning
and the end of the testings, being put down at the end to evaluate the relative weight of
organs, bone strength, microbialogical and gene manifestation analysis. The citric acid had
a impact on growth (P=0,01), feed conversion (P=0,05), as well as manifestation of the
genes B’ATI SGLTI, GPX 7, and SOD to 1% of probability. The citric acid did not inhibit
Eschrichia coli and Salmonella spp growth in the in vitro tests. The citric acid improved
the manifestation of aminoacids transporter and Sodium-glucose cotransporter 1. The citric
acid levels did not control the Streptococcus, Escherichia coli and Enterococcus growth in
the Quails' organisms during the experiment and best citric acid level for growing laying

quails diet is of 0,60%.

Keywords: Antimicrobial; birds; gene expression; microbiology; animal production
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1. INTRODUCAO

A agropecudria é um setor de grande importancia para a economia brasileira e a
avicultura € uma atividade que se destaca, a coturnicultura por sua vez segue essa mesma
tendéncia. Visando atender ao mercado consumidor, os coturnicultores precisam se
adequar as exigéncias do mercado. Atualmente destaca-se a proibi¢do quanto ao uso de
antibidticos melhoradores de desempenho em racdes de animais destinados ao consumo
humano. Esta proibicdo vem de questionamentos a respeito da possivel resisténcia
bacteriana em humanos, tornando-se uma tendéncia mundial. Entretanto, pesquisas vém
sendo realizadas com potenciais aditivos alternativos melhoradores de desempenho, com
destaque para os dcidos organicos.

O wuso de aditivos melhoradores de desempenho é essencial para manter a
produtividade nos sistemas de criacdo, pois sdo capazes de controlar o crescimento de
microrganismos oportunistas, facilitando a digestdo e absorciao de nutrientes, fazendo com
que os animais expressem todo o seu potencial produtivo.

Os resultados encontrados na literatura indicam que diferentes efeitos sdo obtidos
com o uso dos 4cidos organicos como melhoradores de desempenho, esses efeitos sao
dependentes do tipo de acido, nivel de inclusdo e grau do desafio. Devido a aptiddo que o
acido citrico apresenta e a escassez de estudos sobre o aditivo, fez com que o promotor de
crescimento se destacasse em dietas para codornas, segundo Ogita, Fujita e Tanaka (2009)
devido ao efeito bacteriostatico para Escherichia coli. Entretanto, sdo necessarios maiores
estudos a respeito do 4cido citrico como promotor de crescimento em dietas de codornas.

Aliado a este, o uso da nutrigendmica avalia a expressdao de genes relacionados aos
processos oxidativos e transportadores de nutrientes. Fatos que justificam o estudo dos
efeitos e funcionalidade da suplementacdo de 4cido citrico como promotor de crescimento
em dietas de codornas de postura alojadas no nordeste brasileiro, sobre desempenho,

microbiota intestinal e expressdo génica.
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2. MATERIAL E METODOS

Um experimento in vitro e um ensaio de desempenho foram realizados com o
objetivo de avaliar os efeitos de diferentes niveis de dcido citrico na dieta de codornas
japonesas. O ensaio in vitro foi conduzido com trés niveis de 4cido citrico para avaliar se o
acido exerce ou nao influéncia sobre a populagao de Escherichia coli sp. e Salmonella sp.
No ensaio de desempenho avaliou-se o desempenho, desenvolvimento dos oOrgaos,
resisténcia 6ssea e a expressao génica no duodeno de codornas que consumiram o dcido.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Animais de Producdo (CEPAP) da Universidade Federal de Sergipe (UFS) sob o nimero
09/2015.

Experimento 1. Teste de Sensibilidade

Foi realizado o teste de sensibilidade (Antibiograma) com o objetivo de determinar a
capacidade do &cido citrico em inibir e/ou cessar o crescimento de microrganismos
patogénicos pelo método in vitro. Os efeitos do acido citrico sobre os microrganismos
patogénicos foram testados no Laboratério de Bacteriologia do Departamento de
Morfologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide (CCBS) da Universidade Federal
de Sergipe (UFS) utilizando o protocolo padrdo de acordo com os quesitos da Norma M2-
A8, Vol. 23 N° 1 da ANVISA, com adaptacdes. As adaptagdes foram a substitui¢do dos
discos antimicrobianos por pocos realizados na placa de Petri.

Para realizar o teste antimicrobiano, Salmonela spp e Escherichia coli foram
diluidas, utilizando a escala de MacFarland como referéncia, obtendo a concentracido de
1,5 x 10® unidades formadoras de coldnia (UFC)/mL e semeadas nas placas de Petri.
Posteriormente, apos o seu crescimento, foram perfurados pocos de 6,0mm de didmetro
nas placas de Petri com o auxilio de ponteiras de pipetas estéreis e em seguida, 20ul do
acido citrico diluido em solugdo salina com pH de 6,0 foram aplicados em cada poco.

Trés concentragdes de dcido citrico (0,0; 0,6 e 1,2%) foram testadas em duplicata e o
poder de inibicao do 4cido foi avaliado utilizando paquimetro para mensurar o halo de

inibicao.
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Experimento 2. Uso do Acido Citrico Como Promotor de Crescimento Para Codornas
de Postura

2.1. Local

O experimento de campo foi conduzido de 26 de janeiro a 01 de margo de 2016 no
Setor de Coturnicultura do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrdrias
Aplicadas da Universidade Federal de Sergipe, em Sdo Cristovao, Brasil. O setor esta

localizado a 10° 55°27.9” Sul e 37° 12°00.6” Oeste.

2.2. Delineamento e Tratamentos Experimentais

Foram utilizadas 450 codornas (Coturnix coturnix japonica) fémeas com nove dias
de idade com peso médio de 22,7g + 0.9g. As aves foram distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado, dentro de cinco tratamentos, nove repeticdes e dez aves por
unidade experimental. Os tratamentos consistiram de cinco niveis crescentes de &cido
citrico adicionado as dietas das codornas, considerando-se: Tratamento 1 — Racdo
referéncia, sem &cido citrico; Tratamento 2 — Racdo referéncia + 0,3% de 4cido citrico;
Tratamento 3 — Racdo referéncia + 0,6% de 4cido citrico; Tratamento 4 — Ragdo referéncia
+ 0,9% de acido citrico e Tratamento 5 — Ragdo referéncia + 1,2% de 4cido citrico,
conforme apresentado na Tabela 1.

As racOes foram formuladas para atender as exigéncias nutricionais das codornas
japonesas segundo recomendagdes contidas em Rostagno et al. (2011). Foi adicionado
inerte as racdes experimentais para garantir a variagdo na inclusdo do 4cido citrico.
Durante todo o periodo experimental a 4dgua e a racdo foram oferecidas a vontade
atendendo aos principios de ética e bem-estar animal. O experimento teve duracdo de 35

dias.

2.3. Procedimentos Experimentais

As aves foram alojadas do nono ao 44° dia de vida em galpao de alvenaria com
dimensdes de 6,0 metros de comprimento, 4,0 metros de largura, laterais teladas, pé direito
de 2,8 metros, piso de concreto, coberto com telhas de amianto e fachadas norte e sul
fechadas por parede até o teto.

As aves foram alojadas em gaiolas de arame galvanizado medindo 50 cm de largura,
50 cm de comprimento e 40 cm de altura, dispostas em bancadas horizontais e equipadas

com comedouros tipo calha e bebedouros tipo pendulares de pressdo. O piso das gaiolas foi
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forrado com cama de maravalha reutilizada proveniente de uma coturnicultura de corte
localizada no municipio de Barra dos Coqueiros, em Sergipe, a fim de ocasionar maior

desafio sanitdrio as aves e simular um ambiente de criagdo comercial.

Tabela 1 - Composic¢ado calculada das dietas experimentais

Niveis de acido citrico (%)

Ingredientes

0,00 0,30 0,60 0,90 1,20
Milho 49,974 49,974 49,974 49,974 49,974
Farelo de soja 39,830 39,830 39,830 39,830 39,830
Sal Comum 0,398 0,398 0,398 0,398 0,398
Niicleo inicial! 5,000 5,000 5,000 5,000 5,000
Acido Citrico 0,000 0,300 0,600 0,900 1,200
Oleo de soja 3,520 3,520 3,520 3,520 3,520
L-Lisina HCI 0,002 0,002 0,002 0,002 0,002
DL-Metionina 0,046 0,046 0,046 0,046 0,046
L-Treonina 0,030 0,030 0,030 0,030 0,030
Inerte 1,200 0,900 0,600 0,300 0,000
Total 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000

Composicao das dietas experimentais

EM (kgcal/kg) 2900 2900 2900 2900 2900
Proteina bruta (%) 22,00 22,00 22,00 22,00 22,00
Lisina dig. (%) 1,120 1,120 1,120 1,120 1,120
Met.+Cist. dig. (%) 0,760 0,760 0,760 0,760 0,760
Treonina dig. (%) 0,790 0,790 0,790 0,790 0,790
Triptofano dig. (%) 0,256 0,256 0,256 0,256 0,256
Valina dig. (%) 0,950 0,950 0,950 0,950 0,950
P disponivel (%) 0,443 0,443 0,443 0,443 0,443
Célcio (%) 0,961 0,961 0,961 0,961 0,961
Sédio (%) 0,176 0,176 0,176 0,176 0,176
Cloro (%) 0,287 0,287 0,287 0,287 0,287

! Nicleo Inicial (por Kg do produto): Ac. Félico — 24,00 mg; Ac. Pantoténico — 300,00 mg; Bacitracina de Zinco —
440,00 mg; Biotina — 4,00 mg; Cdlcio — 170,00 g; Cobre — 180,00 mg; Colina — 7138,00 mg; Ferro — 900,00 mg; Fosforo
— 65,00 g; B.H.T. — 150,00 mg; Iodo — 18,00 mg; Manganés — 2000,00 mg; Metionina — 24 g; Niacina — 960,00 mg;
Salinomicina — 1200,00 mg; Selénio — 7,50 mg; Sédio — 34,00 g; Vit. A — 188700,00 UI; Vit. B1 — 50,00 mg; Vit. B12 —
275,00 mcg; Vit. B2 — 150,00mg; Vit. B6 — 62,00 mg; Vit. D3 — 57600,00 UI; Vit. E — 312,00 UI; Vit. K3 — 44,00 mg;
Zinco 400,00 mg.
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A temperatura maxima e minima no interior dos galpdes foi mensurada utilizando
termo-higrometro digital (Indor Outdoor Thermometer With Hygrometer Model- TA318) e
registrados diariamente as 08:00 horas; enquanto que a umidade relativa do ar foi
mensurada através de Datalogger (RS-232), sendo os dados coletados diariamente as
08:00, 12:00 e 17:00 horas. Os equipamentos foram alocados a altura dos animais e
dispostos no centro da sala.

As codornas foram pesadas no inicio e no encerramento do experimento, ou seja, no
9° e 44°dia de vida dos animais. As racdes foram pesadas sempre que fornecidas e as
sobras coletadas e pesadas ao final de cada semana. O desempenho das aves foi avaliado
através do ganho de peso das aves, consumo de ragdo e conversdo alimentar durante o
periodo experimental.

Ao final do experimento, quatro aves com o peso médio da parcela, sem jejum
alimentar, foram abatidas por deslocamento cervical conforme descrito na Instrucdo
Normativa Nuimero 3 de janeiro de 2000 do Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento para que fosse possivel a coleta de amostras do conteudo intestinal e dos
segmentos do duodeno e jejuno, os quais foram reservados para analises microbioldgicas.

As visceras (figado, proventriculo, moela, pancreas e o intestino delgado) foram
retiradas, limpas e pesadas para mensurar o peso absoluto e relativo dos 6rgios. O peso
relativo dos orgaos foi calculado de acordo com a equagdo: Peso relativo do 6rgao (%) =
[(peso do o6rgao, kg/peso vivo, kg)*100]. Também foi avaliado o comprimento do intestino
para verificar possiveis efeitos do aditivo sobre o intestino e processo de digestdo dos
animais.

ApOs a coleta dos cecos da carcaca, imediatamente apds o abate, o contetido do
orgdo de uma codorna por unidade experimental foi retirado por meio de pressdo e o pH
mensurado segundo a metodologia empregada por Coon et al. (1990).

As tibias esquerdas de duas aves por unidade experimental foram previamente
coletadas e congeladas, para posterior andlise de resisténcia Ossea. Apos o
descongelamento, tiveram retirado todo o tecido muscular, ligamentos e articulagdes com
auxilio de bisturi e tesouras; seguiu-se para a secagem e entdo, enviadas para anélises.

Os testes de resisténcia Ossea foram realizados em maquina de ensaio de tracdo
Instron 3367, com célula de carga de 5 KN, apoiadas em bases com 28mm de distancia
entre elas. As amostras foram medidas para determinacdo do meio exato para receber a

pressdo de 0,5 mm/min.
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2.4. Analises Microbioldgicas

Para as andlises microbioldgicas foram coletados por meio de pressdo, os conteidos
intestinais do jejuno e ceco de uma ave por unidade experimental, sendo armazenados em
eppendorfs estéreis, congelados e enviados para a Universidade Federal de Minas Gerais
para serem analisados. Para Escherichia coli e Salmonella spp. Foi utilizado o kit API® da
bioMérieux.

Para Lactobacillus spp. o material coletado foi pesado e recuperado em um tubo
contendo solucdo salina tamponada (5,61 g de NaCl, 1 g de KH2POy4, 2 g de Na;PO4 e 0,11
g de KCl em 1.000 mL de 4gua destilada). Esses tubos foram introduzidos, no menor
intervalo de tempo a seguir, dentro de uma camara anaerdbica (Forma Scientific Company,
Marietta, USA), contendo uma atmosfera de 85% de N2, 10% de Hz e 5% de CO,. Dentro
da cimara anaerdbia, os materiais colhidos foram suspensos e homogeneizados, com
auxilio de um bastdo de vidro. Em seguida, dilui¢des decimais até 10”7 foram preparadas
com salina tamponada. A partir de diluicdes adequadas (107 e 107) foi usada uma aliquota
de 0,1 mL de cada dilui¢ao para semear uma placa de Petri contendo dgar MRS, de Man -
Rogosa - Sharpe (Difco, Darmstadt, Alemanha). Apds espalhar o indéculo com alga
de Drigalski, as placas foram incubadas a 37°C, na camara anaerébica, durante 48 horas,
quando foram feitas as contagens (UFC/g do contetdo intestinal) e o isolamento.

Numa placa contendo em torno de 100 unidades formadoras de coldnia (UFC), as
colonias morfologicamente diferentes e mais significativas do ponto de vista populacional
foram repicadas, a partir do d4gar MRS (Difco), no mesmo meio. A partir de colonias, de
cada amostra, que apresentarem aspectos morfoldgicos distintos foram feitos esfregacos
em laminas para coloracdo pelo método de Gram. Além disto, a partir dessas mesmas
colOnias foram feitos testes de catalase em lamina, utilizando-se H202 (30%). Aqueles que
se apresentaram como Gram-positivo e catalase negativa, sugestivos de pertencerem ao
género Lactobacillus, foram submetidos a identificacdo, utilizando técnicas de biologia
molecular.

Apo6s, foi realizado o teste respiratorio, onde as amostras foram repicadas, em
triplicata, para placas de Petri contendo agar MRS (Difco). As placas foram incubadas sob
trés condi¢des de cultivo diferentes: aerobiose, microaerofilia e anaerobiose. O material foi
incubado durante 48 horas a 37°C. Para a purificacdo e manuten¢do os microrganismos
foram isolados e avaliados pelas caracteristicas morfo-tintoriais, bioquimicas e fisioldgicas
e pelo teste respiratério foram inoculados em 5 mL de caldo MRS (Difco), sendo em

seguida incubados em anaerobiose, a 37°C durante 48 horas. Apds o crescimento, uma
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aliquota de 500 mL de cada tubo foi transferida para tubo eppendorf e adicionada de
glicerol esterilizado (50 mL), sendo, em seguida, congelados a - 18°C e -86°C, para
posterior utilizacdo, quando necessario. O restante dos cultivos foi destinado as anélises
baseadas em técnicas de biologia molecular, com a finalidade de identificacdo das espécies
isoladas.

Para a ativacdo, as amostras de Lactobacillus spp. pré-identificadas pelo perfil de
fermentagdo de carboidratos (kit API 50 CHL, BioMérieux, Marcy 1’Etoile, France), foram
descongeladas e inoculadas (200 mL) em caldo MRS (Difco). O meio foi incubado, sob
condic¢des de anaerobiose, a 37°C, durante 48 horas. Apds cinco passagens em caldo, 50mL
de cada amostra foram repicados em dgar MRS (Difco), por trés métodos diferentes: pour-
plate, espalhamento com auxilio da al¢a de Drigalski e estria. Entdo, as placas foram
incubadas em anaerobiose, sendo mantidas a 37°C, durante 48 horas.

A 1identificagdo de microrganismos produtores de dcido lactico, pela Técnica de
Biologia Molecular - PCR-ARDRA, foi realizada no Laboratério de Genética Molecular de
Protozodrios Parasitas do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais.

A extracdo do DNA total dos microrganismos isolados de dgar MRS (Difco) foi
realizada a partir do cultivo recente em caldo MRS (Difco), incubado sob anaerobiose, a
37°C, durante 24 horas, como descrito anteriormente.

De cada cultivo dos microrganismos que crescerem em caldo MRS, 10 mL foram
centrifugados a 1.500 g, durante 30 minutos, a temperatura de 4°C, para obtencdo
dos pellets. Os sobrenadantes foram descartados. Os pellets foram lavados com 10 mL de
agua deionizada e centrifugados a 1.500 g, durante 10 minutos. Os pellets foram suspensos
em 1 mL de cloreto de litio (5 M), transferidos para tubos eppendorf e incubados, sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente, por uma hora, com a finalidade de extrair
proteinas associadas a parede bacteriana. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
15.350 g, durante 5 minutos, descartando-se os sobrenadantes. Os pellets foram novamente
suspensos € lavados com 1 mL de 4gua deionizada, para retirar o excesso de sal. Os tubos
foram centrifugados a 15.350 g, durante 5 minutos e os sobrenadantes descartados.
Os pellets foram suspensos em 1 mL de tampao (25 mM de sacarose, SOmM Tris HC1 pH
8,0; 10 mM EDTA; 10 mg de lisozima mL™"' e 100 mg de RnaseA mL™!) para obtencdo dos
protoplastos. O material foi incubado por uma hora, sob agitacdo a 37°C. Os tubos foram
centrifugados a 15.350 g, durante 5 minutos e os sobrenadantes foram descartados. Em

seguida, os pellets foram suspensos em 500 mL de tampao descrito acima (sem sacarose e
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lisozima) e as células foram lisadas com a adi¢do de 100mL de dodecil sulfato de sddio
(SDS) 2%.

Em cada tubo, foram acrescentados 600 mL de fenol, sendo agitados a temperatura
ambiente, durante 5 minutos. Em seguida, os mesmos foram centrifugados a 15.350 g, a
20°C, durante 10 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo
600 mL de fenol:cloroférmio:dlcool isoamilico (25:24:1), sendo agitados a temperatura
ambiente, durante 5 minutos. Em seguida, os mesmos foram centrifugados a 15.350 g, a
20°C, durante 5 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo 600 mL
de cloroférmio:élcool isoamilico (24:1), sendo agitados a temperatura ambiente, durante 5
minutos. Em seguida, os mesmos foram centrifugados a 15.350 g, a 20°C, durante 5
minutos. Os sobrenadantes foram transferidos para tubos contendo 600 mL de isopropanol,
sendo centrifugados a 15.350 g, durante 30 minutos, para precipitacdo do DNA. Os
sobrenadantes foram retirados e os pellets foram lavados com 500 mL de etanol (70%),
sendo centrifugados a 15.350 g, durante 10 minutos, a 20°C. O dlcool foi retirado e
o pellet foi suspenso em 100 mL de TE sem RNAse.

Com o objetivo de visualizar a quantidade de DNA total extraido na etapa anterior,
as amostras de DNA extraido foram submetidas a eletroforese em gel de agarose.
Cinco mL de cada amostra de DNA total extraido foram misturados com 1 mL de tampao
(glicerol adicionado de azul de bromofenol). Em seguida, foi realizada a eletroforese em
gel de agarose (1%), adicionado de 3 mL de brometo de etideo, utilizando 100 V, durante
40 minutos. Paralelamente, no mesmo gel, foi utilizado o marcador de peso molecular de 1
Kb. Ao término da corrida, os géis foram fotografados, por meio de equipamento de
fotodocumentacao, sob incidéncia de luz ultravioleta.

Posteriormente, as amostras de DNA total foram submetidas a reacdo de PCR
(Tabela 2), visando amplificar a regido intergénica espagadora entre as subunidades
ribosomais (16S e 23S) de Lactobacillus, de acordo com metodologia proposta por Tilsala
e Alatossava (1997), utilizando iniciadores universais que se anelam nas regides
conservadas dos genes 16S e 23S rRNA. Esta regido do DNA € bastante varidvel entre as
espécies de microrganismos, porém, bastante conservada em microrganismos da mesma
espécie, sendo entdo, utilizada em pesquisas de identificacdo microbiana, ao nivel

molecular (Barry et al., 1991).
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Tabela 2 - Reacdo de PCR-ARDRA16S-23S rRNA

DNA total diluido 5,0 mL
Tampao da enzima Taq DNA polimerase (10 x) 5,5mL
Deoxinucleotideos (2 mM) 55mL
Iniciador senso (16S)* 5,5 mL
Iniciador reverso (235)** 5,5 mL
Taq DNA polimerase (5 U)*** 2,0 mL
Agua deionizada 26,0 mL

*Primer 16-1a. 5° — GATCGCTAGTAATCG - 3’
**Primer 23-1b. 5> - GGGTTCCCCCATTCGGA - 3’
***Phoneutria Biotecnologia & Servigos, Brasil

Em seguida, os tubos eppendorf, contendo as amostras de DNA com os reagentes,
foram colocados dentro da mdquina termocicladora MJ Research (Watertown,

Massachussets, United States) (Tabela 3).

Tabela 3 — Programacdo Termocicladora MJ Research

Desnaturacao 95°C 2 minutos e 30 segundos
Desnaturacao 94° C 30 segundos
Anelamento dos iniciadores 55°C 1 minuto

Extensdo 72°C 1 minuto

Extensao final 72°C 10 minutos
Conservacao 4°C Tempo indefinido

Posteriormente, 5 mL de cada produto de PCR foram misturados com 1 mL do
tampao glicerol com azul de bromofenol, e entdo, submetidos a nova eletroforese em gel
de agarose (1,4 %), adicionado de 3 mL de brometo de etideo, utilizando 100 V, durante 45
minutos. Ao final da corrida, os géis foram fotografados, para visualizacdo das regides
amplificadas.

Apo6s a obtencdo dos produtos de PCR, os mesmos foram submetidos a acdo de
endonucleases (ARDRA), de acordo com compilacdo de sequéncias de nucleotideos
disponiveis no GenBank, para a identificacdo das espécies de bactérias isoladas. As
enzimas utilizadas foram: Sph I, Nco I, Nhe I (que cortam o DNA dentro do gene
16S), Ssp I, Sfu I, Dra I, Vsp I, Eco RI (que clivam o DNA na regido espagadora), Hinc
II ou Hpa I e Hind III (que clivam o DNA dentro do gene 23S). Também foi utilizada a
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enzima Eco RV, que cliva o DNA de Lactobacillus do grupo casei na regido intergénica
16S-23S e dentro do gene 23S no grupo acidéfilo. Todas as enzimas utilizadas foram
adquiridas da companhia Promega Corporation (Madison, Wisconsin, United States).
Como algumas destas enzimas necessitam de albumina sérica bovina (BSA) para sua
melhor atividade, foram preparadas duas misturas. A primeira mistura denominada de MIX
Icontinha, com BSA foi composta por: 3,75SmL de DNA (Produto de PCR), 1,0mL de
tampao 10 x, 1,0mL de BSA 10 x, 4,0mL de dgua deionizada e 0,25mL de enzima. A
segunda mistura denominada de MIX 2, sem BSA, foi composta por: 3,75SmL de DNA
(Produto de PCR), 1,0mL de tampao 10 x, 5,0mL de dgua deionizada e 0,25mL de enzima.

Ap6s o preparo dos tubos, os mesmos foram mantidos a 37°C, durante uma a seis
horas, para proceder a reacdo enzimética. Em seguida, 5 mL de cada produto foram
misturados com 1 mL do tampdo glicerol com azul de bromofenol, e entdo, submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1,4%), adicionado de 3 mL de brometo de etideo,
utilizando 100 V, durante 45 minutos. Os resultados foram visualizados por transluminador
com luz ultravioleta e foram fotografados. O perfil de restricdo enzimética de cada produto
de PCR-ARDRA 16S-23S foi comparado com o perfil de restri¢do caracteristico de cada
espécie de bactéria produtora de 4cido lactico, sendo assim confirmada a identificagao

especifica.

2.5. Expressao Génica

Paralelo ao experimento de desempenho, 30 codornas foram distribuidas em
delineamento inteiramente casualizado dentro de trés tratamentos, considerando a codorna
como unidade experimental. As anélises de expressdo génica foram realizadas no duodeno
das codornas que consumiram niveis crescentes de acido citrico: 0,0; 0,6 e 1,2% na dieta
do nono ao 35° dia de vida. As composicdes das racOes experimentais estdo apresentadas
na Tabela 1.

Ao completar 35 dias, as codornas foram abatidas por deslocamento cervical de
acordo com as instru¢cdes do MAPA (2000) para coleta das amostras do duodeno (n=5, por
tratamento). Essas amostras foram imediatamente mergulhadas em nitrogénio liquido, e
subsequentemente armazenadas em freezer a -80°C até o momento da extracdo de RNA.

O RNA foi extraido com uso do reagente Trizol® (Invitrogen, Carlsbad CA, USA)
de acordo com as normas do fabricante, na propor¢do de 1,0 mL para cada 100 mg de
tecido. Previamente todo o material utilizado foi tratado com inibidor de RNase - RNase

AWAY® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O tecido foi triturado com homogenizador
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elétrico Polytron (tecido + Trizol) até a sua completa dissociagdo. Em seguida, 200 uL de
cloroférmio foram adicionados nas amostras, que foram homogeneizadas manualmente por
1 minuto. As amostras foram entdo centrifugadas por 15 minutos a 13482 x g, a 4°C. A
fase aquosa foi coletada e transferida para um tubo limpo, adicionando em seguida 500 uL.
de isopropanol por tubo e foi incubada a temperatura ambiente (25°C) por 10 minutos.
Logo ap6s, as amostras foram suavemente homogeneizadas e centrifugadas por 10 minutos
a 13482 x g, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 1,0 mL
de etanol 75%. Mais uma vez o material foi centrifugado a 13482 x g por 5 minutos e logo
apos a centrifugacdo o sobrenadante foi descartado. Por fim, o pelete permaneceu secando
por 15 minutos e em seguida foi ressuspendido em 4gua ultrapura livre de RNase.

A concentragdo do RNA total foi mensurada via espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific) no comprimento de onda de 260 nm. A integridade do RNA foi
avaliada em gel de agarose a 1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain e visualizado
em luz ultravioleta. As amostras de RNA total foram tratadas com DNase I (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Para esta reacdo foi
adicionado em um tubo estéril e RNA free 1 ug de RNA total, 1 uL de 10 X DNase I
reaction buffer e 1 uLL. DNase I amplification grade (1 U/uL). A reacdo foi entdo incubada
a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida a DNase I foi inativada adicionando 1
uL de EDTA a 25 mM e a reacdo foi aquecida a 65°C por 10 minutos. Essa etapa foi
realizada para remog¢do de possivel contaminacdo com DNA gendmico.

Para a sintese do DNA complementar (¢cDNA) foi utilizado o kit SuperScript™ III
First Strand Syntesis Super Mix (Invitrogen Corporation, Brasil) e as reacdes foram
realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante. Logo apds a sintese de cDNA, as
amostras foram armazenadas a -20°C até o momento do uso. As reagdes de PCR (reagdo
em cadeia da polimerase) em tempo real foram realizadas utilizando o composto
fluorescente SYBR GREEN (SYBR® GREEN PCR Master Mix, Applied Biosystems,
USA). Esse composto quando em solucdo apresenta pouca fluorescéncia, mas durante os
ciclos da PCR o acumulo do corante nas regides especificas de ligacdo na dupla hélice faz
com que a fluorescéncia aumente a cada ciclo da reacdo, em razdo direta a formacgdo dos
amplicons, podendo desta forma ser detectada e quantificada.

Os primers utilizados nas reagdes de amplificagdo foram desenhados de acordo com as
sequéncias dos genes Transportador de glicose 2 (GLUT2), Cotransportador sddio-glicose
1 (SGLTI), Transportador de aminodacidos BATI, Glutationa peroxidase 7 (GPX7), e

Superoxido dismutase (SOD) depositadas no site www.ncbi.nlm.nih.gov (nimero de
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acesso 722932, XM_415247, XM_419056, NM_001163245.1, NM_205064.1,

respectivamente) (Tabela 4).

Tabela 4 —Sequéncias de primers utilizados nas rea¢des de qRT - PCR

Gene Amplicom! Temperatura Sequéncias dos primers (5°-3")
(pb) (°C)*
GLUT2 180 60°C CGCAGAAGGTGATAGAAGC
ACACAGTGGGGTCCTCAAAG
SGLTI 160 60°C GCCATGGCCAGGGCTTA
CAATAACCTGATCTGTGCACCAGTA
BUATI 153 60°C TCTATTGAAGATTCGGGCAC
AATGGTAAGCACAAGGTATGG
GPX7 140 60°C TTGTAAACATCAGGGGCAAA
TGGGCCAAGATCTTTCTGTAA
SOD 126 60°C TGGACCTCGTTTAGCTTGTG
ACACGGAAGAGCAAGTACAG
p-actina 136 60°C ACCCCAAAGCCAACAGA
CCAGAGTCCATCACAATACC

'Amplicon, pares de base
2 Temperatura de anelamento (°C).

Foram testados dois controles endgenos, os genes da f-actina e do GAPDH, sendo
utilizado o gene da f-actina (nimero de acesso LO8165), por ter apresentado melhor
eficiéncia na reacdo. Todas as andlises foram realizadas em um volume de 25 pL e em
duplicatas.

Os primers analisados foram adequados para as reagdes de PCR em tempo real. As
eficiéncias de amplificacdo foram semelhantes para todos os genes de interesse, com 90%
a 110% de eficiéncia. As analises da curva de dissocia¢do ndo revelaram qualquer produto
inespecifico ou formagdo de dimeros de primers, o que demonstra a confiabilidade dos
dados estimados nas expressdes de mRNA dos genes avaliados. A B-actina utilizada como
controle enddégeno ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre as varidveis

analisadas, o que confere eficiéncia a -actina como controle endégeno.
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2.6. Analise Estatistica

Os dados obtidos no ensaio de sensibilidade foram analisados de forma descritiva.

Os parametros do ensaio de desempenho foram submetidos a andlise de regressao,
utilizando o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003), sendo considerados
significativos a 5% de probabilidade.

O método 22T foi utilizado para as analises de expressdo relativa e os resultados sdo
apresentados como unidade arbritdria (UA). Os resultados foram apresentados como médias
e desvios padroes. O procedimento UNIVARIATE foi aplicado para avaliar a normalidade dos
dados. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas
utilizando o teste de Tukey a 5% de probabilidade (SAS Inst. Inc., Cary, NC, USA).

O teste de Kruskal-Wallis a 1% de probabilidade foi utilizado para verificar se

existem diferencas significativas nos resultados da microbiologia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimento 1. Teste de Sensibilidade

Observou-se que nao houve inibi¢do de crescimento bacteriano em nenhum dos
tratamentos propostos, onde os halos apresentaram 0,0mm de inibicdo bacteriana para
Salmonela spp. e Escherichia Coli. O 4cido citrico utilizado nas anélises apresenta pKa de
3,08 e foi diluido em solucdo salina com pH de 6,0. Pode-se inferir que o pH da solugao
salina pode ter interferido nos resultados, alterando o pH final nas placas, por isso a
solugdo de dcido citrico ndo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano. Estes dados
podem ser reforcados ao analisar o experimento desenvolvido por Don (2008), que ao
avaliar o crescimento de Escherichia coli em diversas concentracdes de solucdo salina e
em diferentes pH, observou que a solugdo salina ndo € capaz de impedir o crescimento
desta bactéria e ressaltou que a E. Coli pode ser tolerante a condi¢des de baixo pH (2,4),
embora esta hipdtese necessita de maiores estudos.

Estes resultados sdo diferentes dos obtidos por Ogita, Fujita € Tanaka (2009), que
afirmaram que o 4cido citrico, possui caracteristicas bacteriostéticas in vitro. Desta forma,
maiores estudos devem ser realizados com o 4cido citrico in vitro a fim de avaliar os
mecanismos de acdo deste aditivo sobre o crescimento das bactérias patogénicas, além dos

possiveis efeitos provocados pela diminui¢do do pH do meio as bactérias.

3.2. Experimento 2. Uso do Acido Citrico Como Promotor de Crescimento Para
Codornas de Postura

Os valores das temperaturas observados se enquadraram na faixa de
termoneutralidade para cada fase de vida das codornas.

Nao foi observado efeito dos tratamentos sobre o consumo de ragdo (P=0,33).
Contudo, observou-se que o ganho de peso (P=0,01) e a conversao alimentar (P=0,05)
foram influenciados pelos niveis de acido citrico na dieta (Tabela 5). Como o ganho de
peso foi maior nos tratamentos com 4cido citrico, sem alteragdes no consumo alimentar, a
conversdo alimentar também foi melhor nestes tratamentos. Em trabalho realizado por
Islam et al. (2008), observaram-se que a adicdo de 0,5% de dcido citrico nas dietas para
frangos de corte também ndo provocou alteracdes no consumo alimentar; entretanto
promoveu aumento no ganho de peso. Em experimentos desenvolvidos por Chowdhury et
al. (2009) foi observado que a adi¢cdo de 0,5% de acido citrico nas dietas de frangos de

corte aumentou o ganho de peso e o consumo de racdo em comparagdo as dietas basais.
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Estes dados reforcam os resultados obtidos, demonstrando que o 4cido citrico influencia

principalmente a taxa de ganho de peso das aves que consumiram o aditivo na dieta.

Tabela 5 — Desempenho de codornas japonesas em fun¢do dos niveis de 4cido citrico

durante o periodo experimental

Niveis de Acido Citrico (%) Estatistica
Parametros
0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 CV (%) ValorP
Peso final (g/ave) 137,8 139,2 139,8 138,7 1364 2,7 0,38
Consumo de ragdo (g/ave/) 462,0 479,2 467,1 4689 463.,6 3,6 0,33
Ganho de peso (g/ave/) 1142 1166 1192 1174 1140 2,0 0,01
Conversao alimentar (g/g) 4,02 4,07 3,90 3,99 3,96 2,7 0,05

g= gramas, C. racdo= consumo de ra¢do, G. peso= ganho de peso, C. alimentar= conversdo alimentar.

O ganho de peso aumentou a medida que se elevou os niveis de 4cido citrico (Ac) na
dieta até 0,6% e pode ser representado pela equacdo y = -12,68Ac* + 15,30Ac + 1139,
com R? de 95% (Figura 01). A conversdo alimentar também foi afetada quando se
adicionou o aditivo na dieta das aves e pode ser observada pela equacdo y = 0,085Ac? —
0,164Ac + 4,04. Desta forma, foi possivel estimar pela equacao de regressao para ganho de
peso, que o melhor nivel de acido citrico na dieta é de 0,60%, visto que para a conversao

alimentar, a equacio ndo apresentou um bom ajuste.

Ganho de Peso - Total

120,0 y =-12,68Ac? + 15,30Ac + 113,9
119,0
= 118,0
~ 117,0
116,0
115,0
114,0
113,0 + T T T T !
0,00 0,30 0,60 0,90 1,20 1,50

Nivel de acido citrico

Peso (g

Figura 01. Ganho de peso das codornas em fun¢do dos niveis de 4cido citrico na dieta

durante o periodo experimental.

Este maior ganho de peso observado € decorrente da maior eficiéncia no sistema
absortivo, haja vista que os enterdcitos apresentam grande importancia no metabolismo das
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aves, por participarem do processo de digestdo final dos alimentos e por possuirem
proteinas transportadoras especificas localizadas nas membranas apical e basal, as quais
sdo responsdveis pela absorcdo de nutrientes. Segundo a literatura, para absorver os
aminodcidos e os metabdlitos dos carboidratos, o intestino dispde de mecanismos
transportadores eficientes. Como € o caso do cotransportador sédio-glicose, responsavel
pela absor¢do de glicose e do transportador de aminoécidos (B’AT1), que est4 presente na
borda em escova, e estd relacionado a absor¢ao de todos os aminodcidos neutros.

Sendo assim, a melhora no desempenho observada através do aumento no ganho de
peso e na eficiéncia alimentar, pode estar relacionada com a expressao dos transportadores
intestinais de aminodcidos e de glicose; ja que, a expressdo dos genes B’ATI (P=0,01) e
SGLT! (P=0,01) foi significativamente maior em aves que foram alimentadas com dietas
contendo dcido citrico (Tabela 6). Este aumento no ganho de peso das codornas foi de
aproximadamente 2,3% em relacdo ao tratamento sem adi¢do de dcido citrico (114,2 vs.

116,8 g/ave, respectivamente).

Tabela 6 — Efeito da suplementacdo de dcido citrico sobre a expressao génica no intestino
de codornas

Niveis de acido citrico (%)

0,0 0,6 1,2

P L1 L1 Valor
Transportadores Média DP Média DP Média DP P
BPATI 0,0038% 0,001 0,0186* 0,005 0,0307* 0,013 0,01
SGLTI 0,019 0,006 0,026 0,004 0,120% 0,010 0,01
GLUT2 0,0017  0,0002 0,0018 0,0004 0,0020  0,0005 0,54
GPX 7 0,0182% 0,009 0,002 0,001 0,003% 0,001 0,01
SOD 1,3483* 0,33 1,5331* 0,13 0,3455% 0,06 0,01
Médias em uma mesma linha seguidas por letras maidsculas diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo

Teste de Tukey.

BPATI: Transportador de aminodcidos; SGLTI: Cotransportador sédio-glicose 1; GLUT 2: Transportador de
glicose 2; GPX7: Glutationa peroxidase 7; SOD: Superoxido dismutase.

2Expresso como Unidades Arbitrarias (UA).

Nao foram observadas diferencas significativas (P=0,54) para o transportador de
glicose (GLUT2), possivelmente porque os niveis de dcido citrico da dieta ndo tenham sido
suficientes para afetar o transportador de glicose. Foi observado ainda que as aves que
foram alimentadas com dieta suplementada com 4&cido citrico apresentaram (P=0,01)
menor expressdo dos genes GPX7 e SOD. Estas enzimas antioxidantes estdo relacionadas

ao combate das espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo e assim agem contra o

estresse oxidativo. Aumentos na expressao e na atividade de tais enzimas em aves tém sido
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relacionados a situagdes em que oS animas Sao expostos ao estresse, a exemplo de aves
expostas ao estresse por calor (Del Vesco et al., 2015).

Considerando que as aves alimentadas com &cido citrico apresentaram menor
expressao de mRNA GPX7 e mRNA SOD, sugere-se que menor quantidade e agdo de
mecanismos antioxidantes sdo necessdrios, nesta condi¢do. Este resultado pode ser devido
a melhora no ambiente intestinal promovida pelo 4cido citrico. Como as codornas que
consumiram o aditivo ndo necessitaram aumentar a producdo de GPX7 e SOD, maior
quantidade de nutrientes/energia estava disponivel para outras funcdes organicas, tais
como o crescimento, consequentemente; o ganho de peso destas aves foi melhorado.

Em relacdo ao peso relativo dos 6rgdos, observou-se redu¢do no peso do figado
(P=0,01) e no comprimento do intestino delgado (P=0,03) com suplementa¢do a partir de
0,6% de écido citrico na dieta (Tabela 7). O peso do proventriculo, moela e pancreas nao
foram influenciados pela suplementacdo do 4cido citrico (P>0,05). Estes resultados,
associados com os da expressdo dos genes GPX7 e SOD demonstram que os animais que
consumiram 4cido citrico na dieta, provavelmente tiveram que metabolizar menos
substancias relacionadas ao sistema 1imune para se proteger, influenciando,
consequentemente, o peso relativo do figado. O peso relativo do figado pode ser
representado pela equacio y = -0,3317Ac? + 0,0434Ac + 2,3215, com R2 de 86% (Figura
02), enquanto que o comprimento do intestino delgado pode ser representado pela equagdo

y = 3,0222Ac? - 6,17Ac + 46,18, com R? de 68% (Figura 03).

PESO RELATIVO DO FIGADO

3

9

E 2 ‘—’\H\‘

g 1 y=-03317x>+0,0434x + 2,3215

© R2=0,86

g0

5]

A 0 0,5 1 1,5

Niveis de acido citrico (%)
Figura 02. Peso relativo do Figado em fun¢do dos niveis de dcido citrico.
O menor comprimento do intestino delgado das aves que consumiram o acido citrico

(45,72 vs. 43,51cm, respectivamente) possivelmente também seja pela melhor saide

intestinal, visto que elas necessitaram utilizar de menos os mecanismos de defesa,

40



indicando que absorveram melhor os nutrientes, ja que a expressdo dos transportadores de

glicose e aminodcidos foi maior nestas codornas.

Tabela 7 — Peso relativo de visceras, pH do ceco, comprimento intestinal e resisténcia

Ossea _
Niveis de Acido Citrico Estatistica
Parametros 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 CV(%) Valor P
Peso relativo (%)
Figado 2276 2416 2,167 2,062 1,921 11,5 0,01
Préventriculo 0,435 0482 0420 0438 0,441 14,2 0,09
Moela 2,833 2967 2,861 2881 2945 10,8 0,73
Pancreas 0,261 0,253 0,253 0,238 0,225 16,5 0,14
Intestino delgado (cm) 45,719 45,906 42,419 43,300 43,207 8,5 0,03
pH do ceco 6,663 6,448 6,529 6,533 6,616 6,3 0,63
Resisténcia éssea
Flexdo (newtons) 33,204 35,661 34,584 35226 33,519 18,33 0,91
Diametro (mm) 2,755 2,774 2,723 2,768 2,710 4,45 0,75

Comprimento (cm)
H PN S B B

COMPRIMENTO INTESTINO DELGADO

SN
~

Niveis de acido citrico (%)

6 y =3,0222x2- 6,17x + 46,18
* ¢ R2=0,68

5

4

3

, .
0 0,5 1

1,5

Figura 03. Comprimento do intestino delgado em funcdo dos niveis de 4cido citrico.

Foi observado que o pH do ceco nao foi influenciado pelos tratamentos (P=0,63).

Como o 4cido citrico possui pka = 3,08, é possivel que o acido citrico atue na reducido do

pH no estdbmago, entretanto, apds o estdmago, o pH € neutralizado por substancias

secretadas no intestino, elevando o pH para que ndo lesione os segmentos do duodeno,
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jejuno e ileo. Consequentemente, o pH do ceco das aves tinha se elevado; por isso,
provavelmente, o pH cecal ndo foi influenciado pelos tratamentos.

Como o pH do ceco das codornas ndo foi influenciado pelos niveis de 4cido citrico na
dieta, os dados de resisténcia 6ssea também ndo foram afetados (P>0,05). Sabe-se que a
diminui¢do do pH no estdmago, geralmente melhora a absor¢do de célcio no organismo de
aves, contudo, como nao houve diferencas quanto ao pH do ceco, a flexibilidade e
diametro dos ossos nao sofreram a influéncia pela redu¢ao do pH intestinal. Tem sido
relatado que a absor¢do de cdlcio no intestino estd relacionada ao pH e o tempo de
passagem, bem como o cédlcio que se torna mais solivel em meio 4cido (Bronner, 1998;
Griidtner et al., 1997).

Nao foram observadas diferengas quantitativas (P>0,05) no efetivo de bactérias no
organismo de codornas em funcdo dos niveis de 4cido citrico (Tabela 8). As codornas
foram criadas em um ambiente com cama reutilizada para similar um ambiente de criacdo

comercial, a fim de obter resultado mais proximo ao que se tem em situa¢des de campo.

Tabela 8 — Microbiologia relacionada ao jejuno e ceco em fun¢do dos tratamentos

Niveis de Acido Citrico (%) Estatistica
Parametros
090 093 0,6 0,9 1,2
Valor P
Jejuno
Lactobacillus 7,00 7,06 6,97 7,82 7,91 ns
Streptococcus 3,74 3,89 3,17 4,53 4,32 ns
Escherichia coli 4,84 3,76 3,95 3,34 3,29 ns
Enterococcus 3,07 3,38 3,47 3,62 3,57 ns
Ceco

Lactobacillus 8,71 9,23 8,69 9,11 8,96 ns
Escherichia coli 2,82 2,67 2,13 2,25 2,12 ns

Sabe-se que o pH é um dos principais fatores que poderiam influenciar no
quantitativo de bactérias. Observou-se que o pH no ceco se manteve sempre acima de 6,4;
ao mesmo tempo que do ao sair do estbmago o pH tende a ser neutralizado. Associa-se a
isso a resisténcia das bactérias patogénicas a pH baixo e um microclima ideal ao
crescimento de Lactobacillus. De acordo com o relatado por Richard e Foster (2004), a

Escherichia coli possivelmente tolera ambientes com pH préximo a 2,0 e Enterococcus e
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Streptococcus suportam ambientes com pH também baixos. Os Lactobacillus sdo
considerados intrinsicamente resistentes a pH &cido, sdo sensiveis a pH abaixo de 3
(Corcoran et al., 2005).

Ao contrario do que se esperava, o menor pH do 4cido citrico nao influenciou o
quantitativo de Lactobacillus, Streptococcus, Escherichia coli e Enterococcus no
organismo das codornas. Estes dados estdo contraditérios aos obtidos por Santos (2013)
que ao avaliar 4cidos organicos para codornas, observou diferencas significativas no
quantitativo total de bactérias avaliando outros 4dcidos orgénicos.

A concentracio microbiana do conteddo intestinal das codornas foi de 10° UFC/g
(Log). Todos apresentaram caracteristicas tipicas de bactérias produtoras de 4cido lactico,
como morfologia de bastonetes ou cocos, coloracdo Gram-positivo e teste de catalase com
resultado negativo. Destes isolados, foram selecionadas amostras de microrganismos 0s
quais se apresentavam como bastonetes (sugerindo microrganismos do género
Lactobacillus) para que fosse realizada a identificacdo por meio de técnicas moleculares.
Estes resultados se mostraram semelhantes aqueles demonstrados por outros
pesquisadores, confirmando a seletividade do meio de cultura utilizado para o isolamento
inicial (MRS - Difco).

Seis tipos morfoldgicos diferentes de colonias foram observados nas placas de dgar
MRS, cultivado sob anaerobiose, a partir da inoculagdo de material fecal de codornas. A
maior parte dos microrganismos isolados demonstrou crescimento sob as condigdes
respiratorias investigadas (anaerobiose, aerobiose e microaerofilia), porém com melhor
desenvolvimento sob microaerofilia ou anaerobiose e menor sob aerobiose. Estes
resultados relacionam-se as baixissimas concentracdes de oxigénio existentes nos
intestinos de codornas e, também, relativos as caracteristicas dos microrganismos do
género Lactobacillus.

A presenga de bastonetes Gram-positivos, anaerdbios facultativos ou microaerofilos,
catalase negativa confirma a ocorréncia de bactérias do género Lactobacillus observados
em outros trabalhos, inclusive envolvendo outros animais de criacido (Guillot, 2001; Gong
et al., 2002; Zhu et al., 2002; Apajalahti et al., 2004 e Macari e Furlan, 2005). Desta forma,
observa-se que os intestinos das aves apresentam caracteristicas ideais para o crescimento
de bactérias do género Lactobacillus, indicativo de melhoria da saide intestinal das aves.
O desenvolvimento destas bactérias permite maior prote¢do intestinal e,
consequentemente, menor € a possibilidade de lesdes causadas por bactérias oportunistas

(Muniz et al., 2013).
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Quando foram avaliadas amostras de Lactobacillus spp. isolados a partir do contetido
intestinal de codornas, oriunda de criacdo intensiva e identificados pelo perfil de
fermentacdo de carboidratos (kit API 50 CHL, BioMeérieux, Marcy [’Etoile, France),
verificou-se que os mesmos apresentaram crescimento satisfatorio, apds trés passagens em
caldo MRS, incubado sob anaerobiose a 37°C, durante 24-48 horas. As culturas inoculadas
em agar MRS apresentaram crescimento nas placas indiferente ao tipo de metodologia
adotada para a semeadura (espalhamento em superficie com auxilio da al¢a de Drigalski,
esgotamento por estrias e técnica pour-plate).

Os resultados do teste respiratério das culturas de Lactobacillus spp. cultivadas sob
aerobiose, microaerofilia e anaerobiose, se mostraram bem diversificados reforcando a
habilidade das bactérias estudadas em crescer sob diferentes condi¢des de cultivo.
Entretanto, da mesma forma que demonstrada por Cerqueira (2000), os resultados obtidos
com as amostras de microrganismos produtores de 4cido lictico isolados do contetddo
intestinal das codornas, foram melhores quando as mesmas foram incubadas sob condi¢des
de anaerobiose. Este fato também pode ser justificado pelas baixissimas concentracdes de
oxigénio normalmente presentes nos locais em que os microrganismos se apresentam em
maior nimero no TGI dos animais.

O crescimento sob diferentes condi¢des de cultivo apresentado por microrganismos
isolados no presente trabalho pode significar uma grande vantagem evolutiva para estas
amostras, facilitando a sua adaptacdo e sobrevivéncia em diferentes ecossistemas;
principalmente quando se refere a populacdo de bactérias que trazem beneficios e, por
conseguinte, ocasionar maior protecdo as aves e proporcionar maior crescimento.

Os microrganismos isolados e caracterizados como bastonetes Gram-positivo,
catalase negativa, com crescimento anaerdbio facultativo apresentaram trés ou mais copias
da regido intergénica 16S-23S em seu DNA (amplificagdo de trés ou mais segmentos de
DNA). Este fato € indicativo de espécies de bactérias dcido-lacticas, como Lactobacillus,
Carnobacterium, Pediococcus e Weissella (Tannock, Timisjarvi, Rodtong, 1999). Por
outro lado, a presenca de cocos de crescimento facultativo, Gram-positivo, catalase
negativa (n=19, ou seja, 38,00%) possuindo, no minimo, uma e duas cOpias da regido
intergénica 16S-23S em seu DNA (amplificacdo de um ou mais e dois ou mais segmentos
de DNA) sugere o isolamento de espécies pertencentes aos géneros Streptococcus e
Enterococcus, respectivamente (Tannock, Timisjarvi, Rodtong, 1999). Destaca-se que

estes dois géneros microbianos anteriormente citados, ndo foram utilizados neste trabalho.
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A Figura 04 apresenta exemplos de fotos dos géis de agarose relativos a PCR-
ARDRA 16S-23S rRNA, realizadas para amplificacdo desta regido intergé€nica utilizada

para a identificacdo dos microrganismos isolados.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15

PM (pb)

506 -

PM (pb)

506 ----

PM (pb)
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Figura 04. Perfil eletroforético dos espagadores longo, médio e curto, amplificados, das

regides intergénicas 16S-23S do rDNA de Lactobacillus, em gel de agarose 1,4%.

PM: padréo de peso molecular 1 Kb (Promega). Amostras aplicadas nas canaletas: numeragédo de 1 a 15.

A regido intergénica 16S-23S representada como trés bandas de DNA, com pesos
moleculares diferentes, sugere material genético de Lactobacillus spp. indicando que
existem trés versodes diferentes (ou mais) destes genes no genoma destas bactérias. Isto
ocorre porque uma banda pode representar uma ou mais regides intergénicas com pesos
moleculares semelhantes, amplificadas na reagdo de PCR. Como estes fragmentos de DNA
apresentam velocidade de migracdo muito parecida durante a eletroforese, ao final desta
andlise, os mesmos irdo se localizar muito préximos, produzindo a imagem de uma sé
banda. A mesma discussao pode ser aplicada onde ocorreu a amplificacdo de uma e duas
bandas no gel de agarose, sugerindo a presenga de Streptococcus spp. € Enterococcus spp.,
respectivamente.

Foram confirmadas as seguintes espécies: Lactobacillus salivarius, L. fermentum, L.
reuteri, L. acidophilus, L. johnsonii e Lactobacillus vaginalis. Estes resultados estao de

acordo com a literatura, pois Lactobacillus spp. sao bactérias produtoras de acido lactico,
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encontradas em grandes quantidades no TGI de codornas e diversos outros animais
(Guillot, 2001; Gong et al., 2002; Zhu et al., 2002; Apajalahti, Kettunes e Graham, 2004 e
Macari e Furlan, 2005). A identificagdo de Lactobacillus por meio de estudos do DNA
ribosomal 16S (rDNA) provém uma base acurada para sua andlise filogenética e
identificacdo. Uma identificacdo perfeita seria obtida por meio do seqiienciamento de todo
o gene rDNA 16S, porém isto significa que cerca de 1,5 kp de DNA tivessem de ser
seqiienciados (Tannock, Timisjarvi e Rodtong, 1999).

Apesar dos resultados da reagdo de PCR-ARDRA 16S-23S rRNA e das anélises de
coloracao morfo-tintoriais indicarem que algumas amostras podem pertencer a géneros,
como Lactobacillus e Streptococcus - nao mostradas neste trabalho - as mesmas foram
consideradas como bactérias produtoras de 4cido lactico (BAL), pois o perfil de restri¢do
enzimatica de produto de PCR-ARDRA 16S-23S das mesmas ndo permitiu a identificagio
ao nivel de espécie. Estas amostras poderao ser seqiienciadas no futuro.

Ja as figuras (Figura 05, 06, 07 e 08), mostram exemplos de fotos de géis de agarose
apos a restricdo enzimdtica dos produtos de PCR 16S-23S rRNA, utilizada para a
identificacdo dos microrganismos ao nivel de espécie.

A presenga em elevado nimero de Lactobacillus na microbiota do TGI de codornas,
foi descrita por diversos autores. A presenca destes microrganismos nos intestinos de
codornas pode ser considerada extremamente benéfica, principalmente por se considerar
Lactobacillus como uma bactéria potencialmente probidtica (Fuller, 1988; Fuller, 1989 e
Guillot, 2001). Os efeitos desejaveis destas bactérias neste ecossistema podem ser
causados por producdo de acidos l4ctico e acético (este em menor quantidade), além da
reducdo do pH local, o que inviabiliza o desenvolvimento de bactérias indesejaveis, como
as putrefativas e as patogénicas (Salminem e Von Wright, 1993), principalmente E. Coli,
Streptococcus e Salmonella.

As espécies de bactérias compreendidas pelo género Lactobacillus possuem
caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas e fisiolégicas em comum. Elas sdo bastonetes
Gram-positivo, catalase negativa, ndo mdveis, ndo formadoras de esporos, sem citocromo,
anaerdbias facultativas, aerotolerantes, nutricionalmente exigentes, tolerantes a acidez,
com metabolismo estritamente fermentativo, sendo o 4cido lactico o principal produto do

seu metabolismo de carboidratos (Danielsen, 2003).
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Figura 05. Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restricdo enzimdtica dos
espacadores longo, médio e curto, amplificados, da regido intergénica 16S-23S do rDNA,
utilizada para a identificacdo dos microrganismos ao nivel de espécie. Lactobacillus

acidophilus.
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Figura 06. Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restricdo enzimdtica dos
espacadores longo, médio e curto, amplificados, da regido intergénica 16S-23S do rDNA,
utilizada para a identificacdo dos microrganismos ao nivel de espécie. Lactobacillus

salivarius.
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Figura 07. Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restricdo enzimdtica dos
espacadores longo, médio e curto, amplificados, da regido intergénica 16S-23S do rDNA,
utilizada para a identificacdo dos microrganismos ao nivel de espécie. Lactobacillus

reuteri.
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Figura 08. Gel de agarose (1,4%) contendo o perfil de restricdo enzimética dos
espacadores longo, médio e curto, amplificados, da regido intergénica 16S-23S do rDNA,
utilizada para a identificacdo dos microrganismos ao nivel de espécie. Lactobacillus

Jjohnsonii.

Em relacdo ao metabolismo, de acordo com a classificagdo de Salminen (1999), as
espécies podem ser homofermentativos obrigatdrios: convertem hexoses em acido lactico
via Embden-Meyerhof-Parnas, sendo incapazes de utilizar as pentoses;

heterofermentativos facultativos: fermentam hexoses em 4cido lactico, e no
caso de algumas espécies e sob certas circunstancias, em acidos lactico, acético e férmico e

etanol; sendo capazes de fermentar pentoses em 4cidos lactico e acético;
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heterofermentativos obrigatérios: utilizam hexoses para produzir 4cidos

lactico e acético, etanol e didéxido de carbono; e pentoses para obter dcidos lactico e
acético.

Em relacdo a diversidade de Lactobacillus (Figura 09 e 10), foram identificadas no

conteudo intestinal das codornas estudadas: Lactobacillus salivarius, L. fermentum, L.

reuteri, L. acidophilus, L. johnsonii e Lactobacillus vaginalis.
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Figura 09. Concentracdo de espécies identificadas de Lactobacillus spp., isoladas do

conteddo fecal de codornas em fung¢do do tratamento — Jejuno.
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Figura 10. Concentracdao de espécies identificadas de Lactobacillus spp., isoladas do

conteudo fecal de codornas em funcdo do tratamento — Ceco.

Sabe-se também, que o ambiente influencia a sequéncia de colonizacdo dos sitios do
TGIL. Isto pode estar relacionado com as condicdes gerais de manejo, sanidade e também da
dieta (Macari e Furlan 2005). Foram observadas diferencas, ndo estatisticamente

significativas, em relagdo a Escherichia coli das microbiotas fecais dos animais estudados,
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principalmente no jejuno em fung@o dos tratamentos realizados. Estas foram identificadas
pelo perfil de fermentagdo de carboidratos (kit API 20 E, BioMérieux, Marcy 1’Etoile,
France). Possivelmente, a reducdo do pH induzido pelo acido citrico ndo foi capaz de
controlar ou influenciar o quantitativo de E. coli (Figura 11 e 12). Acrescenta-se a iSso 0
fato de que a E. coli tolera ambientes com baixo pH, por isso ndo houve diferencgas entre os

tratamentos.
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Figura 11. Concentracdo E. coli, isoladas do contetido fecal de codornas em fun¢do do

tratamento — Jejuno.
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Figura 12. Concentracdo de espécies identificadas de Lactobacillus spp., isoladas do

conteddo fecal de codornas em funcdo do tratamento — Ceco.

O quantitativo de bactérias Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus e Escherichia
coli ndo foram alterados em funcao dos niveis de 4cido citrico testados (0,0; 0,3; 0,6; 0,9 e
1,2%). A adi¢do do acido ndo prejudicou o crescimento de Lactobacillus no sistema
digestorio das codornas, fato importante a ser considerado, visto que sdo as principais

bactérias que atuam auxiliando o organismo no combate das bactérias patogénicas. Os
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efeitos do 4cido citrico sobre as bactérias patogénicas ainda ndo puderam ser totalmente
esclarecidos. Por isso, mais pesquisas devem ser realizadas para verificar o mecanismo de
atuacdo do 4cido citrico sobre as bactérias patogénicas, bem como niveis superiores aos
testados neste experimento.

Vale salientar ainda que o experimento foi realizado com aves de postura,
objetivando melhorar a saide intestinal e melhorar a defesa contra bactérias patogénicas no
organismo das codornas, permitindo que estas cheguem ao peso ideal dentro da idade
adequada, bem como em melhor estado fisiol6gico para iniciar a postura. Deste modo, o
acido citrico foi capaz de melhorar o crescimento das aves e atuar de forma positiva no

sistema de oxidagao do organismo, exercendo seus efeitos positivos.
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4. CONCLUSOES

O 4cido citrico ndo inibiu o crescimento de Escherichia coli e Salmonela em ensaios
in vitro. O &cido citrico melhora a expressdo do transportador de aminodcidos e
Cotransportador sédio-glicose 1. Os niveis de &cido citrico testados ndo controlam o
crescimento de Streptococcus, Escherichia coli e Enterococcus no organismo de codornas.
O melhor nivel de 4cido citrico em dietas para codornas de postura (Coturnix coturnix

japonica) em crescimento alojadas no nordeste brasileiro € de 0,60%.
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