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Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o
propdsito debaixo do céu. Ha tempo de nascer, e tempo de
morrer; tempo de plantar, e tempo de arrancar o que se
plantou; Tempo de matar, e tempo de curar; tempo de derrubar,
e tempo de edificar; Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de
prantear, e tempo de dancar; Tempo de espalhar pedras, e
tempo de ajuntar pedras; tempo de abracar, e tempo de
afastar-se de abracar; Tempo de buscar, e tempo de perder;
tempo de guardar, e tempo de langar fora; Tempo de rasgar, e
tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar;
Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo
de paz. Que proveito tem o trabalhador naquilo em que
trabalha? Tenho visto o trabalho que Deus deu aos filhos dos
homens, para com ele os exercitar. Tudo fez formoso em seu
tempo; também pds o mundo no coracdo do homem, sem que
este possa descobrir a obra que Deus fez desde o principio até
ao fim. Ja tenho entendido que nao ha coisa melhor para eles
do que alegrar-se e fazer bem na sua vida; E também que todo
o0 homem coma e beba, e goze do bem de todo o seu trabalho;

isto € um dom de Deus (Eclesiastes 3:1-13).



Resumo

CATALAN, Aiane Aparecida da Silva. Eficiéncia de fitase em dietas com baixo e
alto teor de fosforo fitico para frangos de corte. 2015. 92f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) — Programa de Pés Graduacdo em Zootecnia, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

Para avaliar a eficiéncia da fitase em dietas com baixo e alto teor de fésforo fitico
(Pfit), em funcdo da inclusdo ou ndo do farelo de trigo, sobre o desempenho,
caracteristicas fisicas da tibia, deposicdo mineral tecidual e sérico, peso relativo de
orgaos, coeficientes de digestibilidade total e ileal e morfometria intestinal, foram
alojados 384 frangos de corte, machos da linhagem Cobb500, em gaiolas
metabolicas e distribuidas em quatro tratamentos em um arranjo fatorial 2x2 em
delineamento de blocos casualizados, com oito repeticdes e 12 aves por unidade
experimental. A partir de 11 dias de idade as aves receberam as dietas
experimentais, que consistiram em: T1 — dieta com baixo teor de Pfit; T2 — dieta com
baixo teor de Pfit com fitase (500 FTU/kg); T3 — dieta com alto teor de Pfit e T4 —
dieta com alto teor de Pfit com fitase (500 FTU/kg). No periodo de 11 a 21 e 22 a 32
dias de idade foram avaliados o consumo médio de racdo, peso médio corporal,
ganho de peso médio e conversdo alimentar. Aos 22 e 32 dias de idade foram
sacrificadas duas aves por unidade experimental e delas foi coletada a tibia
esquerda para analise das caracteristicas fisicas e deposicdo mineral, uma porcao
do musculo peitoral sem pele e o0 sangue para avaliacdo dos niveis de calcio, fésforo
e sodio tecidual e sérico. Coletou-se também a moela, coragéo, figado, ceco, bolsa
cloacal, para determinar o peso relativo destes 6rgdos, o conteudo ileal para
quantificar o coeficiente de digestibilidade aparente ileal e uma porcéo do duodeno,
jejuno e ileo para analise da morfometria intestinal. De 28 a 31 dias de idade foi
realizada a coleta total de excretas para quantificar os coeficientes de digestibilidade
aparente total. Os dados foram submetidos a andlise de variancia, onde foram
testados os efeitos fixos de dieta e fitase e a interacdo entre os fatores, bem como o
efeito aleatdrio de bloco. Houve interacdo para a variavel rigidez 6ssea e calcio
sérico. A incluséo de fitase em dietas com baixo e alto teor de Pfit ndo alterou o
desempenho, a resisténcia e flexibilidade 6ssea, a deposi¢cdo mineral na tibia e no
musculo peitoral, mas aumentou a rigidez 6ssea aos 22 dias de idade, e
proporcionou maior teor de célcio sérico em aves alimentadas com a dieta baixo teor
de Pfit, aos 32 dias de idade. Houve interagcdo significativa para a energia
metabolizavel aparente corrigida para nitrogénio (EMAnN) e para o coeficiente de



digestibilidade total (CDAT) do calcio, fosforo e sddio, onde a dieta com baixo teor de
Pfit com ou sem fitase proporcionou os melhores resultados, exceto para o CDAT do
sbédio. A adicdo de fitase em dietas com baixo e alto teor de Pfit para frangos de
corte nado alterou o peso relativo dos 6rgédos, a morfometria intestinal e o CDAI, mas
proporcionou maior EMAN e melhor CDAT do calcio e do fésforo com a dieta baixo
teor de Pfit.

Palavras-chave: enzima; farelo de trigo; fésforo fitico.



Abstract

CATALAN, Aiane Aparecida da Silva. Phytase efficiency in diets with low and
high phytic phosphorus for broilers. 2015. 92p. Thesis (Doctor of Science) —
Graduate Program in Animal Science, Faculty of Agriculture Eliseu Maciel, Federal
University of Pelotas, Pelotas, 2015.

To evaluate the efficiency of phytase in diets with low and high phytic phosphorus
(Pfit), depending on the inclusion or not of wheat bran, on performance, physical
characteristics of the tibia, tissue and serum mineral deposition, the relative weight of
organs, total and ileal digestibility coefficients and intestinal morphology, 384 broilers
(males Cobb500 line) were housed in metabolic cages and assigned to four
treatments in a 2x2 factorial arrangement in a randomized block design with eight
replicates of 12 birds each . At 11 days of age broilers received the experimental
diets, which consisted of T1 - low Pfit diet; T2 - low Pfit diet with phytase (500 FTU /
kg); T3 - high Pfit diet and T4 — high Pfit diet with phytase (500 FTU / kg). The
average feed intake, average body weight, weight gain and feed conversion were
evaluated among 11 to 21 and 22 to 32 day of age. At 22 and 32 day of age two
birds of each replicate were sacrificed and the tibia was collected for analysis of the
physical characteristics and mineral deposition, and a portion of the pectoral muscle
without skin and blood samples to evaluate the levels of calcium, phosphorus and
sodium on tissue and serum, respectively. Also, gizzard, heart, liver, cecum, cloacal
bursa were collected to determine the relative weight of these organs, the ileal
content to quantify the ileal digestibility coefficient and a portion of the duodenum,
jejunum and ileum to analyze the intestinal morphology. From 28 to 31 days the total
excreta collection was carried out to quantify the total apparent digestibility
coefficients. Data were subjected to analysis of variance in terms of the fixed effects
of the diet and the phytase inclusion, as well as the interaction among the factors and
the random effect of the block. An interaction for bone stiffness and serum calcium
was observed. The inclusion of phytase in diets with low and high Pfit did not affect
performance, endurance and bone flexibility, mineral deposition in the tibia and
pectoral muscle, but increased bone stiffness at 22 days of age; at 32 days of age, a
low Pfit diet provided a higher calcium content in the serum of the birds. A significant
interaction among the apparent metabolizable energy corrected for nitrogen (AME)
and total digestibility (CDAT) of calcium, phosphorus and sodium was observed,
where the low Pfit diet with or without phytase presented the best results, except for
sodium CDAT. The addition of phytase in low and high Pfit diets for broilers did not
alter the relative weight of organs, intestinal morphology and the CDAI, but the low
Pfit diet provided greater EMAN calcium and phosphorus CDAT.

Keywords: enzyme; phytic phosphorus; wheat bran.
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1 Introducgéo geral

A alimentacdo de aves e suinos por ser a base de alimentos vegetais
(cereais, sementes de oleaginosas, e seus subprodutos), Guenter (1997) salienta
gue cerca de dois tercos do fésforo presente nesses alimentos se encontra na forma
de fésforo fitico. Com isso € possivel constatar diversos problemas, pois a dieta tem
de ser complementada com fdsforo inorganico, um dos minerais mais caros e
escassos, a maior parte dessa fracdo de fosforo ndo utilizado € excretado nas fezes,
gerando poluicdo ambiental, além de se ligar com outros ions, como calcio,
magneésio, zinco, ferro, formando fitato e deficiéncias nutricionais (GUENTER, 1997,
LEESON; SUMMERS, 2005) . Contudo, Regina (2010) salienta que ndo ruminantes
tém pouco ou praticamente nenhuma capacidade de utilizar o fésforo fitico, porque
h& pouca ou nenhuma ocorréncia natural da enzima fitase no trato digestorio desses
animais.

Em funcédo disso, enzimas exdgenas estdo sendo amplamente estudadas e
utiizadas na nutricdo de ndo ruminantes. Segundo Dourado et al. (2014)
dependendo do tipo de enzima € possivel observar melhorias no desempenho
produtivo, na digestibilidade dos nutrientes, na morfometria intestinal, na salde e na
imunidade dos animais, além de reduzir o impacto ambiental em virtude da menor
excregéo de nutrientes.

Entre as principais enzimas, pode-se destacar a fitase (hexafosfato de mio-
inositol fosfohidrolase), a qual catalisa a reacdo de desfosforilagdo do fitato em
fostato de mio-inositol menores e fésforo inorganico (GREINER; KONIETZNY, 2011).
Segundo Technical Information (2003) a atividade da fitase € expressa em unidade
de atividade de fitase (FTU), e é definida em funcdo de quanto uma unidade de
atividade fitase (1FTU) libera de fosforo inorganico (pumol) por minuto de reagdo em

uma solugéo de 0,0051mol/L de fitato de sédio em pH 5,5 e temperatura de 37°C.
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Nos ultimos anos, inimeros trabalhos ja foram conduzidos com o intuito de
avaliar a eficiéncia e efeitos da fitase na nutricdo de aves (CATALA-GREGORI et al.,
2006; FUKAYAMA et al., 2008; GHASEMI et al., 2006; LELIS et al., 2010; NAVES et
al., 2014; OLIVEIRA et al., 2008; TEJEDOR et al., 2001a; WALK et al., 2012; WANG
et al.,, 2013), onde testarem diferentes fontes de fitases (AFSHARMANESH,;
POURREZA, 2005; COWIESON et al., 2013; EMAMI et al., 2013; JIANG et al., 2013;
OLUKOSI; FRU-NJI, 2014; PEREIRA et al.,, 2012; RAVINDRAN et al., 2000;
RAVINDRAN et al., 2006; RAVINDRAN et al., 2001; VIVEROS et al.,, 2002;) e
substratos (AMERAH et al., 2014; LIU et al., 2014; PINTAR et al., 2005; SELLE et
al., 2009; TEJEDOR et al., 2001b; WU et al., 2004), além disso, sdo descritos em
revisdes de literatura e livros (MARQUARDT; HAN, 1997; COELHO; KORNEGAY,
1999; SELLE et al.,, 2000; ADAMS, 2001; GARNSWORTHY; WISEMAN, 2001;
SELLE; RAVINDRAN, 2007; SINGH, 2008; BEDFORD; PARTRIDGE, 2011; SELLE
et al., 2012; BERTECHINI, 2013; KHALID et al., 2013; KLEYN, 2013; BOUGOUIN et
al., 2014).

Contudo, em virtude deste pluralismo de informac6es Rodehutscord (2013) e
Shastak & Rodehutscord (2013) salientam que é dificil interpretar e comparar os
resultados que se originam a partir de diferentes laboratérios. Entdo, estes autores
propdem a criacdo de um protocolo padréo para definir o que é o fésforo disponivel
e para determinar a disponibilidade deste, em funcdo da avaliacdo da digestibilidade
ileal.

Diante disso, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a eficiéncia da
fitase em dietas com baixo e alto teor de fosforo fitico para frangos de corte sobre o
desempenho, caracteristicas fisicas da tibia, deposicao tecidual e niveis séricos de
minerais, peso relativo de 6rgaos, coeficientes de digestibilidade aparente total e

ileal e morfometria intestinal.
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2.2 Caracterizagcdo do Problema

Com o0s avangcos em genética, manejo e nutricdo, a avicultura € uma das
atividades de producdo animal que mais se desenvolveu nos Uultimos anos,
guantitativa e qualitativamente (BRUM JR, 2006). Entretanto um dos componentes
que ainda oneram o custo de producdo nos sistemas de criacdo intensiva € a racgao,
representando cerca de 70% desse custo. As fontes de energia e proteina sdo os
ingredientes mais caros, em torno de 90% do custo da dieta, seguidos pela de
fésforo, que é o ingrediente de origem mineral mais caro, participando com 2 a 3%
do custo total da racdo (SCHOULTEN et al., 2003).

Dentro deste contexto, um fator importante € trabalhar com um novo conceito,
que é a nutricido de precisdo, onde o animal aproveita ao maximo o alimento
ofertado aumentando a eficiéncia produtiva e reduzindo os impactos ambientais,
além de buscar alimentos alternativos a fim de reduzir os custos de producéo.

Mas, o grande inconveniente ainda destes alimentos alternativos séo os
fatores antinutricionais, um exemplo sdo os fitatos que podem formar complexos
insollveis com proteinas e minerais — reduzindo a disponibilidade destes nutrientes.
Oliveira et al. (2008) resume a importancia do foésforo principalmente quanto a
mineralizacdo O6ssea dos animais, porém quando fornecido grdos de cereais e
farelos de sementes oleaginosas este mineral se encontra na forma de fitato (fésforo
fitico), o qual é a principal fonte natural de fésforo no alimento animal.

A concentracdo de fosforo fitico nos alimentos depende principalmente da
parte da planta a partir dos quais eles sédo derivados. Pode-se considerar que
farinhas de oleaginosas e subprodutos de cereais contenham grande quantidade de
fésforo fitico. Esta grande variabilidade pode ser, em parte, devido ao estagio de
maturidade, o grau de processamento, cultivar, fatores climaticos, disponibilidade de
agua, fatores do solo, localizacdo e da época do ano em que sado cultivadas essas
plantas, mas também pode surgir de diferencas no método de analise do fésforo
fitico. Estudos apontam que o fésforo fitico em arroz e trigo aumentou com a
maturidade dos grdos e com adubacéo fosfatada. Outros demonstraram que 0sS
niveis de fertilizagdo de nitrogénio e fosforo néo teve influéncia na concentracao de
fosforo fitico no trigo. Tipicamente, dietas contendo milho e farelo de soja
apresentam 0,22 a 0,25% de fésforo fitico, contudo, os niveis vdo ser bem maiores
caso subprodutos de cereais ou outra fonte de alimentacdo — alimentos alternativos

forem utilizados nas dietas de aves. Por exemplo, incluindo 10% de farelo de arroz
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ou farelo de trigo na dieta de aves vai aumentar a concentracéo de fosforo fitico em
0,35 ou 0,40% (RAVINDRAM, 1999).

Entretanto, o fésforo nestas condigcbes apresenta baixa disponibilidade para
nao-ruminantes, pois a fitase no trato gastrointestinal € baixa ou nula, sendo que
uma das melhores opg¢bBes € a inclusdo de fitase exdgena, para melhorar o
crescimento e a mineralizacdo Ossea, reduzindo ao maximo a excrecdo e
minimizando o impacto ambiental.

A fitase ou mio-inositol hexaquifosfato fosfohidrolase é uma enzima
pertencente ao grupo de fosfatases de histidina &cida, que hidrolisa o fitato para mio-
inositol e acido ortofoférico, necessario ao processo metabdlico na biossintese
celular (VOHRA & SATYANARAYANA, 2003). A atividade desta enzima € expressa
em FTU ou simplesmente U (unidade de fitase ativa), definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar um micromol de fésforo inorgadnico em um minuto em
substrato de sdédio fitato a temperatura de 37°C e pH 5,5 (CONTE, 2000; ENGELEN
et al., 1994).

Sobre 0 mecanismo de acdo da fitase, sabe-se que ela age como um
catalisador. Os catalisadores sédo substancias que aumentam a taxa de uma reagao
quimica, sem causar alteracées quimicas permanentes. As enzimas sdo proteinas
que catalisam as rea¢fes quimicas nos sistemas biologicos, podendo conter outras
substancias tais como vitaminas e minerais. No trato digestivo, a enzima adicionada
a racdo € ativada quando se mistura aos fluidos digestivos e sob a temperatura do
organismo.

Segundo Classen (1996) as enzimas exdgenas utilizadas na nutricao animal
visam quatro objetivos: a remocédo ou a hidrélise de fatores antinutricionais, aumento
da digestibilidade dos nutrientes existentes, suplementacédo das enzimas endoégenas
e hidrdlise de polissacarideos ndo amilaceos sollveis.

Entre os beneficios proporcionados pelo uso de enzimas em dietas vegetais,
pode-se inferir que um dos mais importantes é o de colaborar com a melhoria da
salde intestinal das aves. Neste sentido, as enzimas favorecem a digestibilidade das
dietas, reduzindo o substrato que poderia favorecer a proliferacdo de patégenos na
porcao distal do intestino.

Dependendo da matriz nutricional, a cada 0,1% de P disponivel liberado pela
fitase, corresponde 4,5 a 5,5kg de fosfato bicalcico, por tonelada de racdo
(LECZNIESKI, 2006).
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7

Para isso, é importante a correta determinagcdo de fésforo, que além de ter
alto custo, suas fontes sdo limitadas. Porém a exigéncia de fésforo depende do
animal, como espécie, idade, estado fisiologico, nivel de desempenho, entre outros.
Vale ressaltar que quando o fésforo esta em excesso nas dietas, este é excretado,
sendo acumulado no solo e causando contaminacdo ambiental (RODEHUTSCORD,
2013). Entretanto, pesquisas no sentido de reduzir o erro padréo dos resultados se
fazem necessarias, buscando encontrar as principais falhas ao longo de todo
processo experimental, desde a selecdo e/ou escolha dos animais, preparo das
dietas, pré-processamento laboratorial de excretas e por fim as andlises
laboratoriais.

Diante disso, uma das alternativas € estar avaliando a eficiéncia da fitase na
liberacdo do fésforo, pois este nutriente tem importancia nutricional e econdmica no
que diz respeito a formulagdes de dietas, para melhorar o desempenho animal, os

custos de producao e minimizar os impactos ambientais.

2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo Geral
Avaliar a eficiéncia da fitase em dietas experimentais sobre o desempenho
zootécnico, integridade Ossea e intestinal, deposicdo mineral nos tecidos e sangue,

digestibilidade aparente total e ileal em frangos de corte.

2.3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito das dietas testes quanto ao desempenho zootécnico em frangos de
corte;

- Analisar a integridade Ossea, determinando a resisténcia 6ssea a quebra, anélise
de minerais nos 0Ss0s;

- Realizar a andlise morfométrica da mucosa intestinal, a fim de acompanhar o efeito
das dietas e enzima sobre a integridade intestinal das aves;

- Determinar a concentracdo de minerais sérico e tecidual das aves;

- Determinar a digestibilidade dos nutrientes através de ensaio de digestibilidade
utilizando a coleta de excretas total e ileal;

- Observar qual € o efeito da adi¢cdo da enzima nas dietas experimentais sobre as

variaveis analisadas.
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2.4 Metas

Ao final do experimento, espera-se conhecer 0os ganhos ou perdas para o
desempenho zootécnico de frangos de corte, relacionado ao efeito das dietas testes.
Ao analisar a integridade Ossea, concentracdo mineral sérico e tecidual, conteido
ileal, morfometria intestinal, espera-se contrastar os resultados e verificar qual o

efeito da fitase sobre estes parametros.

2.5 Metodologia e Estratégia de acao

O experimento serd composto por um ensaio a ser desenvolvido na sala de
Metabolismo e no LAFQ (Laboratério de Analises Fisico-Quimicas) da
EMBRAPA/CNPSA.

2.5.1 Animais experimentais e manejo

Serdo alojados 384 frangos de corte — machos, da linhagem Cobb,
distribuidos em baterias de arame galvanizado (0,90 x 0,90 x 0,25 m) com 12 aves
cada, iniciando com um dia de idade até os 32 dias. Cada gaiola estara equipada
com comedouro metalico do tipo calha e bebedouros do tipo nipple. A iluminacao da
sala, temperatura e umidade sera de acordo com o POP4-PESQ-EMA-01 em
utiizacdo na EMBRAPA/CNPSA, sendo realizados a afericdo e o0s registros

diariamente (datalogger).

2.5.2 Tratamentos

Os tratamentos consistirdo de dietas formuladas para atender as exigéncias
nutricionais, de acordo com as recomendacdes de Tabelas Brasileiras para Aves e
Suinos (2011), com a inclusao diferentes matérias-primas, resultando nos seguintes

tratamentos:

Tabela 1 — Descricéo dos tratamentos (11 a 21 dias e 22 a 32 dias)

Tratamento Dieta Matérias-Primas Fitase (FTU)
Principais
T1 Controle Milho e soja (neg) M+FS 0
T2 Controle Milho e soja (enz) M+FS 500
T3 Teste Farelo trigo (neg) FT+M+FS 0

T4 Teste Farelo trigo (enz) FT+M+FS 500




19

2.5.3 Programa de alimentacéo e coleta de dados

Na Tabela 2 esta apresentada a sistemética de arracoamento, avaliagfes e
coletas de amostras ao longo do periodo experimental. Para fins de uniformizacéo
dos animais durante a fase pré-inicial (1-10 dias) sera empregada uma dieta Unica
basal. As dietas experimentais passam a ser fornecidas por cinco dias (11-16 dias)
para adaptagéo, seguindo até os 22 dias, estando as coletas programadas para o
periodo de 17-22 dias. Para a fase de crescimento (22 a 32 dias), uma nova dieta

sera elaborada, para a fase especifica, atendendo as exigéncias nutricionais.

Tabela 2 — Programa de alimentacéo e coleta de dados

Idade (dias) Alimentacéao Fase Coleta Avaliacao
1-10 Basal Pré-inicial - Desempenho
11-16 Experimental Inicial- - Desempenho

adaptacao
17-21 Experimental Inicial - Desempenho
22-32 Experimental Crescimento - Desempenho
32 Experimental Crescimento tibia, histolégico, -
sangue, peito, excretas
total e ileal

2.5.4 Variaveis analisadas

Desempenho zootécnico: Serdo avaliadas as variaveis peso vivo, consumo de

racao, ganho de peso e converséo alimentar, aos 10, 21 e 32 dias.

Integridade 6ssea: Aos 22 e 32 dias de idade serdo abatidos alguns animais (duas
aves/unidade experimental) e destes retirado a tibia, para determinacdo da

resisténcia 0ssea a quebra e andlise mineral dos 0ssos.

Analise morfométrica da mucosa intestinal: Dos animais abatidos aos 32 dias de
idade, seré retirada uma amostra de 2cm do intestino delgado (ileo), para a anélise

morfométrica (altura das vilosidades, profundidade da cripta e relacéo vilo/cripta).

Composicdo mineral sérica e tecidual: Aos 22 e 32 dias, amostras de sangue e

peito das aves abatidas, serdo coletadas para analise de minerais.
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Peso relativo dos érgéos: Aos 22 e 32 dias de idade, as aves serdo abatidas para
mensurar o peso corporal e peso relativo dos 6rgaos (moela, figado, coracéo, ceco e

bolsa cloacal), em funcéo das dietas experimentais.

Ensaio Il - Digestibilidade aparente total da dieta

Seguindo o0 POP4-PESQ-EMA-01, que representa o procedimento tradicional
da EMBRAPA, sera realizada a coleta total de excretas de 28 a 32 dias de idade das
aves. Essa coleta sera realizada uma vez ao dia, no periodo da manh&, sendo que
cada coleta serd acondicionada em saco plastico devidamente identificado, relativo a
cada unidade experimental, pesadas e posteriormente armazenadas em freezer.

Neste periodo sera também mensurado o consumo total de racdo de cada
gaiola experimental. Ao final de todo periodo de coletas serd realizada
homogeneizagcdo das coletas relativas a cada unidade experimental, para posterior
retirada de uma aliquota para secagem (48hs e 55°C em estufa de circulagédo de ar

forcado) e analise.

Ensaio Il - Digestibilidade ileal da dieta

Aos 32 dias de idade, duas aves por unidade experimental serdo sacrificadas
e 0 seu conteudo ileal serd coletado para a determinacdo da digestibilidade ileal,
como proposto por Rodehutscord (2013).

Esta etapa representa um grande esfor¢o analitico que permitira a reavaliacédo
do método tradicional, que podem nédo apresentar o grau de precisdo demandado
atualmente.

A nutricdo animal ao longo dos anos em fun¢édo de diversos avancos busca
métodos de avaliacdo mais refinados para avaliacdo de alimentos, aditivos, entre
outros, onde as margens de ganho s&o menos expressivas numericamente,

entretanto de grande impacto econdémico.

2.5.5 Andlises laboratoriais (excretas e ragdes)

As amostras serdo mantidas em estufas ventiladas, a 55°C por 48 horas, para
secagem e posterior analise da Pré-MS, segundo Mazzuco et al. (2002). As
determinacdes MS (105°C), CZ e P seguirdo as metodologias de analises de rotina

do LAFQ (Laboratério de Andlises Fisico-Quimicas) seguindo protocolos propostos
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pelo AOAC, (1995). Com bases nestas informacfes de andlises quimicas serédo

calculados os coeficientes de digestibilidade aparente de alguns componentes.

2.5.6 Delineamento experimental e Andlise estatistica

Seré utilizado o delineamento em blocos casualizados para peso ao nascer e
localizacdo das gaiolas, onde as aves serdo distribuidas em baterias, sendo a
unidade experimental o box com 12 animais, com oito repeti¢cdes por tratamento. As
meédias dos tratamentos serdo submetidas a analise de variancia e comparadas
atraves do Teste t (P<0,05). Essas andlises serdo realizadas utilizando o programa
estatistico SAS 2008.

2.6 Resultados e Impactos esperados

Com a realizagdo deste projeto, espera-se obter informacdes importantes
sobre a eficiéncia da fitase junto as dietas experimentais em questdo, para frangos
de corte. E esperado que sejam obtidas informacdes que possam vir a beneficiar o
meio cientifico, a industria e os produtores, demonstrando os beneficios das analises
realizadas, além de estar trabalhando dentro de um conceito novo, que € a nutricdo
de precisdo onde busca-se o maximo de aproveitamento das dietas com um minimo
de excrecao de nutrientes. Espera-se poder levar para 0 meio académico-cientifico,
através de resumos, artigos, palestras, seminarios e aulas, informacgées relevantes para
a formacédo e preparacdo dos profissionais das areas de Zootecnia, Veterinaria e
Agronomia, as novas exigéncias do mercado nacional e internacional com relacéo a

producéo e nutricdo animal.

Indicadores de resultados ao final do projeto: O projeto poderd destacar os
beneficios de usar fitase e alimentos alternativos, além de contribuir para um novo
meétodo para determinar a digestibilidade dos nutrientes. Estes resultados poderao
sugerir medidas estratégicas para baixar os custos de producdo, garantir 0 maximo

desempenho animal e reduzir o impacto ambiental.

Repercussédo e/ou impactos dos resultados: Levar ao meio cientifico os
conhecimentos adquiridos com a execugdo deste projeto, podendo revelar os
beneficios de utilizar a fitase e alimentos alternativos, e estar proporcionando

avancos no conhecimento no que diz respeito a novos conceitos na nutricdo animal.
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2014 2015

Item Atividades J S| O J| F

1 Revisao bibliografica X X X | X

2 Preparo das instalacdes X

3 Aquisicédo dos animais X

4 Comeco do experimento X

5 Coleta de dados X

6 Fim do experimento e abate

7 Andlises de desempenho

8 Andlises laboratoriais X

9 Tabulacdo dos dados X

10  Analise estatistica X | X

11 Elaboracdo de resumos X | X

12  Elaboragédo do material didatico X | X

13 Elaboracéo de artigos e envio para revista X | X

14  Elaboracédo e Defesa da tese X | X X | X

2.8 Aspectos Eticos

Trata-se de um experimento onde somente sao realizadas praticas comuns

de cunho zootécnico (producao animal) sem que ocorra qualquer tipo de tratamento

que implique dor ou sofrimento aos animais.

Durante o planejamento experimental, questdes relacionadas ao bem-estar

animal, tais como: numero de aves por metro quadrado (densidade), condi¢cdes

ambientais apropriadas de criacdo para a espécie (ventilacdo, temperatura) e

fornecimento de agua e alimento, serdo atendidas conforme a determinacéo

Protocolo de Bem-Estar de Frangos de Corte, Protocolo de Boas Praticas de

Producgéo de Frangos e Norma Técnica de Produgéo Integrada de Frango, da Unido

Brasileira de Avicultura (UBA, 2008a; 2008b; 2009).

Como o projeto envolve a utilizagdo de animais, 0s aspectos éticos serédo

contemplados através do (a):
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Manutencdo da saude e bem-estar das aves, sendo evitadas situacfes de
estresse;

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

Higienizacdo de equipamentos e instalacdes de producdo;

Registro de ocorréncias da producao;

Isolamento do aviario de forma que ndo haja o acesso de outros animais e
visitantes;

Controle de insetos e roedores que representam riscos eminentes de infeccdes
além de ecto e endoparasitas;

Disponibilizacdo de espaco suficiente nas gaiolas para que as aves expressem o
seu comportamento natural;

Afericdo e registro da temperatura e umidade maximas e minimas dentro do
aviario;

Manuseio da temperatura e do nivel de ventilagdo do aviario de forma apropriada
ao sistema de criacdo, idade, peso e estado fisioldgico das aves, evitando assim
a elevacao da temperatura acima da zona de conforto térmico;

Uniformizacédo da iluminagéo do aviario;

Cuidado com o manuseio das aves que serao pesadas periodicamente;
Fornecimento de agua limpa, potavel, qgue nédo ofereca riscos a saude e de forma
gue 0 consumo seja a vontade;

Andlise bromatoldgica dos ingredientes utilizados para a preparacéo da racao;
Armazenamento das racdes em local adequado e sobre estrados de madeira;
Fornecimento de alimentacéo e nutricdo adequadas a cada fase de criagao;
Cumprimento do protocolo de vacinagdes realizado de acordo o plano contra os
desafios de enfermidades aviarias da regido, respeitando-se as recomendagdes
do Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) (1994 e normativas
posteriores);

Registro da administracdo de vacinas e/ou medicamentos contendo o nome do
produto, nimero do lote/partida, nUmero de aves tratadas, quantidade utilizada,

periodo de caréncia,
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e Retirada diaria de aves mortas e/ou eliminadas do interior do aviario, sendo
destinadas a compostagem;
e Aves com problemas no crescimento ou que apresentam alguma patologia
individual que as cause sofrimento, serdo retiradas do lote;
e Criacdo de aves de mesma origem e idade no galpdo, operando no sistema
todos dentro-todos fora,
e Utilizag&o de pedilivio na entrada do aviario;
e Manutencdo da unidade de producao livre de lixo e residuos, armazenando-os
em local adequado até o seu descarte;
e Respeito a legislacdo ambiental vigente.
Aos 22 e 32 dias de idade, algumas aves sofrerdo deslocamento cervical (Art.
14 da Resolucao n°1000 CFMV, 2012), para coleta e analise de 6érgaos, de acordo
com o Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnoldgica e Higiénico-Sanitaria de
Carne de Aves do Ministério da Agricultura e Abastecimento. O abate das aves seré
realizado no setor de necropsia da EMBRAPA/CNPSA. As demais aves, deste
experimento, serdo transferidas para outro galpdo até atingirem idade e peso para
abate.
Em nenhum momento o projeto utiliza técnicas experimentais que possam
implicar em dor, sofrimento ou angustia aos animais. Os animais serao
inspecionados pelo menos duas vezes ao dia e, além disso, somente pessoas

capacitadas participarao do projeto.
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3 Relatério do trabalho de campo

3.1 Local e periodo experimental

O experimento iniciou em novembro de 2013, estendendo-se até dezembro
de 2013, totalizando 32 dias experimentais. O mesmo foi realizado na sala de
metabolismo da Embrapa Suinos e Aves, na cidade de Concérdia, Santa Catarina
(SC). E as andlises laboratoriais foram conduzidas no Laboratério de Analises
Fisico-Quimicas (LAFQ), Laboratério de Patologia da mesma instituicdo e no
Laboratdrio de Histologia da Universidade Federal de Pelotas.

As aves foram alojadas em gaiolas metabdlicas com dimensdes de 0,90 X
0,90 x 0,25 m (C x L x A), equipadas com comedouro tipo calha e bebedouro tipo
nipple, sendo o alimento e agua fornecidos a vontade. As variaveis ambientais,
temperatura e umidade relativa do ar foram registradas e ajustadas diariamente,

conforme o manual da linhagem.

3.2 Animais

Foram alojados 384 frangos de corte, machos, da linhagem Cobb 500, com
um dia de idade, provenientes de um incubatorio comercial localizado no municipio
de Concérdia, SC. As aves foram imunizadas in ovo contra Gumboro, Marek e

Bouba Aviaria, e no incubatorio contra bronquite infecciosa.

3.3 Dietas experimentais e manejo

As dietas foram elaboradas com a finalidade de obter dietas com diferentes
niveis de fésforo fitico, uma com baixo teor (milho e farelo de soja) e outra com alto
teor de fésforo fitico (inclusédo de farelo de trigo), sendo formuladas de acordo com
as exigéncias nutricionais para frangos de corte conforme proposto por Tabelas
Brasileiras para Aves e Suinos (2011), seguindo uma formulacdo para que as dietas
apresentassem niveis similares de energia metabolizavel, proteina bruta, célcio,

fésforo disponivel, sodio e aminoacidos digestiveis, apesar de ter sido necessario a
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inclusdo de inerte, farelos com elevado teor de fibra e 6leo vegetal, assumiu-se a
ideia de que os niveis estavam dentro de uma faixa fisiologicamente aceitavel, a
ponto de ndo afetar o desempenho animal e as respostas avaliadas.

No manejo alimentar, visando atender a metodologia proposta por
Rodehutscord (2013), do inicio até os 10 dias de idade, todas as aves receberam a
mesma dieta basal. Com 11 dias de idade as aves receberam as dietas
experimentais que consistiram em: T1 — dieta com baixo teor de fésforo fitico; T2 —
dieta com baixo teor de fésforo fitico com fitase (500 FTU/kg); T3 — dieta com alto
teor de fosforo fitico e T4 — dieta com alto teor de fésforo fitico com fitase (500
FTU/kg)), conforme apresentado na Tabela 1. Foi utilizada uma fitase comercial,
produzida a partir do Aspergillus ficuum (3-phytase (EC 3.1.3.8)).

O teor de fitase presente em cada alimento foi analisado seguindo a
metodologia 1ISO (2008) e o teor de fosforo fitico foi determinado conforme De
Boever et al. (1994), para posteriormente determinar o percentual de fésforo fitico,
obtido com base no peso molecular das seis moléculas de fésforo em relacdo ao

peso molecular da molécula de fitato integra.

3.4 Delineamento experimental

As aves foram distribuidas em quatro tratamentos resultantes de um arranjo
fatorial 2x2 (dois niveis de Pfit x presenca ou auséncia de fitase) em um
delineamento experimental de blocos casualizados, com oito repeticdbes por
tratamentos e 12 aves por gaiola (unidade experimental).

No inicio do experimento as aves foram pesadas individualmente e
distribuidas de acordo com o peso inicial, permitindo que todos os tratamentos
tivessem oito blocos, que corresponderam as repeticdes, com aves de peso

uniforme dentro de cada bloco, em uma faixa que variou de 51,3 a 40,1g.

3.5 Variaveis analisadas

3.5.1 Desempenho
As variaveis de desempenho foram avaliadas de 11 a 21 e 22 a 32 dias de
idade, onde as aves foram pesadas para obter o peso médio corporal (PMC) e

ganho de peso médio (GPM). A racao fornecida e as sobras também foram pesadas



28

em cada fase, para determinar o consumo médio de racdo (CMR) e a conversao
alimentar (CA), obtida através da relacdo CMR/GPM.

3.5.2 Coleta de amostras

Aos 22 e 32 dias de idade duas aves por unidade experimental foram
separadas aleatoriamente, pesadas, sacrificadas por deslocamento cervical (Art.14
da Resolucdo n°1000, CFMV, 2012) e delas retirada a tibia esquerda, uma porcao
do musculo peitoral (Pectoralis major) sem pele, sangue, moela, coracao, figado,
ceco, Bolsa cloacal, conteudo ileal e uma por¢cdo do duodeno, jejuno e ileo para

andlises, descritas a seguir.

3.5.2.1 Caracteristicas fisicas e deposi¢cao mineral na tibia

A avaliagdo da resisténcia 6ssea foi realizada usando-se um texturémetro?.
Os ossos foram posicionados sob dois suportes com espaco entre eles de 40 mm.
Rath et al. (1999) descreve que a resisténcia a quebra é representada pelo valor de
forca e esta relacionada entre fatores tais como o tamanho e a composicdo mineral
do 0sso; a relagao entre a forga e a distancia (tamanho do 0sso) representa a rigidez
do osso; as medidas de forga e a rigidez estédo relacionadas ao estresse (fratura) e
tensdo do 0sso; 0 estresse representa a resisténcia a deformacdo, enquanto a
tensao representa a percentagem de deformacéo.

Apos a analise fisica, as tibias foram secas em estufas a 105°C (Instituto
Adolfo Lutz, 2008) e submetidas a mufla para obtencdo da matéria mineral (CBAA,
2009), que posteriormente foram utilizadas para determinacédo do Ca e P, conforme
metodologia de AOAC (1995).

1Texture Analyser - TA XT Plus Texture Analyzer ©Texture Technologies Corporation) com sonda 3-
Point Bending Rig (HDP/3PB e HDP/90) e o software Exponent (Stable Micro Systems



Tabela 1. Composicao centesimal e nutricional das dietas experimentais para frangos de corte

1-10d 11-21d (Inicial) 22-32d (Crescimento)
Dieta Basal Baixo Pfit* Baixo Pfit Alto Pfit Alto Pfit Baixo Pfit Baixo Pfit Alto Pfit Alto Pfit
Ingredientes (kg) Pré-Inicial Sem fitase @ Com fitase Sem fitase = Com fitase Sem fitase Com fitase = Sem fitase = Com fitase

Milho (7,5%) 50,69 63,92 63,92 48,69 48,69 72,42 72,42 52,91 52,91
Farelo Soja (45%) 42,01 30,21 30,21 25,45 25,45 24,66 24,66 20,32 20,32
Farelo Trigo (14%) 0,00 0,00 0,00 20,00 20,00 0,00 0,00 20,00 20,00
Oleo de soja 3,14 0,00 0,00 2,90 2,90 0,00 0,00 4,41 4,41
Caulin 0,00 2,83 2,83 0,06 0,06 0,58 0,58 0,00 0,00
Fosfato bicélcico?! 1,80 1,00 1,00 0,76 0,76 0,78 0,78 0,54 0,54
Calcario? 0,97 0,71 0,71 0,83 0,83 0,62 0,62 0,73 0,73
Sal iodado 0,53 0,44 0,44 0,56 0,56 0,35 0,35 0,34 0,34
DL-metionina 0,32 0,22 0,22 0,23 0,23 0,16 0,16 0,18 0,18
L-lisina 0,24 0,32 0,32 0,38 0,38 0,22 0,22 0,28 0,28
Premix vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix mineral* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L-treonina 0,11 0,13 0,13 0,17 0,17 0,05 0,05 0,09 0,09
Fitase® 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,05
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Composig¢do nutricional

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2950 2850 2850 2850 2850 3000 3000 3000 3000
Proteina Bruta (%) 22,98 18,59 18,59 18,58 18,58 16,46 16,46 16,37 16,37
Célcio (%) 0,920 0,601 0,601 0,600 0,600 0,500 0,500 0,500 0,500
Saodio (%) 0,220 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Fibra Bruta (%) - 2,70 2,70 4,09 4,09 2,55 2,55 3,89 3,89
Extrato Etéreo (%) - 2,84 2,84 5,78 5,78 3,06 3,06 7,34 7,34
Lisina dig. - 1,100 1,100 1,100 1,100 0,890 0,890 0,900 0,900
Metionina dig. - 0,460 0,460 0,460 0,460 0,370 0,370 0,390 0,390
Fosforo disponivel (%) 0,470 0,300 0,300 0,300 0,300 0,249 0,249 0,250 0,250
Fosforo total (%) 0,734 0,542 0,542 0,622 0,622 0,485 0,485 0,559 0,559
Pfit calculado (%) - 0,242 0,242 0,322 0,322 0,236 0,236 0,309 0,309
Pfit analisado (%)’ - 0,225 0,225 0,335 0,335 0,250 0,250 0,327 0,327
Fitase adicionada - 0 500 0 500 0 500 0 500
Fitase determinada?® ° - 0 690 640 1315 135 725 330 1175

“Pfit — fosforo fitico; *Calcio: minimo 210g/kg, maximo 250g/kg; Fosforo: 180g/kg; 2Calcio: minimo 33%; 3Niveis de garantia por kg do produto: Vitamina A: 9000000.000 UI, Vitamina D3: 2500000.00
Ul, Vitamina E: 20000.00 UI, Vitamina K3: 2500.00mg, Vitamina B1: 1500.00mg, Vitamina B2: 6000.00mg, Vitamina B6: 3000.00mg, Vitamina B12: 12000.00mcg, Acido Pantoténico: 12g, Niacina:
25g, Acido Félico: 800.00mg, Biotina: 60.00mg, Selénio: 250.00mg. *Niveis de garantia por kg do produto: Cobre: 20g, Ferro: 100g, Manganés: 160g, Cobalto: 2000.00mg, lodo: 2000.00mg, Zinco:
100g. °Natuphos®, 10000 FTU/g; ®Fésforo Fitico calculado = fésforo total — fésforo disponivel; “Niveis obtidos conforme relatério de Enzyme Services and Consultancy — AB Vista; ®Nivel de fitase
(FTU/kg de alimento) conforme certificado de Ensaio CBO — Andlises laboratoriais; ® Os niveis esperados normalmente ndo coincidem com os niveis suplementados em funcdo da fitase natural
presente na matéria prima, porém assume-se que esta ndo tem atuacao a nivel de trato gastrointestinal.

N
(]
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3.5.2.2 Deposicao mineral no musculo peitoral

Apés o congelamento, a por¢cdo do musculo peitoral (Pectoralis major) sem
pele foi cortada em cubos e depositada em bandeja de aluminio identificada e
submetida a desidratacdo em um liofilizador?, durante 48 horas, para obtencédo da
matéria seca liofilizada (MSLio). Em seguida, a amostra foi devidamente moida para
determinacdes dos minerais calcio (Ca), fésforo (P) e sédio (Na), conforme
metodologia de AOAC (1995). Obteve-se a matéria seca (MS) em estufa
convencional a 105°C (Instituto Adolfo Lutz, 2008) e da matéria mineral (MM), o qual
foi determinado com a queima das amostras em mufla, a 600°C, durante 24 horas
(CBAA, 2009).

3.5.2.3 Nivel mineral sérico

Duas aves por unidade experimental foram sacrificadas e sangradas com
corte na jugular para a coleta do sangue para mensuracdo do teor mineral
sanguineo, onde as analises foram realizadas a partir do soro, que foi obtido por
centrifugacéo do sangue. Para as analises de calcio, fésforo e sodio foram utilizados
kits comerciais Ebram®, Labtest® e CELM®, respectivamente e seguindo metodologia

proposta pelos fabricantes.

3.5.2.4 Peso relativo dos 6rgaos

A moela (sem conteudo), coracdo, figado, cecos e Bolsa cloacal foram
pesados utilizando-se uma balanca digital®, para mensurar o peso relativo (%PR =
peso do 6rgdo x 100/ peso corporal) em relacdo ao peso corporal de cada ave no

momento do sacrificio.

3.5.4.5 Morfometria intestinal

Para a analise da morfometria intestinal foi coletado uma amostra de dois
centimetros de comprimento de cada um dos segmentos do intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo), que em seguida foram fixadas por 48 horas em solucéo de
formol a 10%.

ApoOs a fixagdo, as pecgas foram desidratadas em bateria de alcool etilico em

concentracdes crescentes (70, 80, 90 e absoluto), seguida de diafanizagdo com xilol

2 JJ Cientifica LJI-030
3 Marca Bel Engineering, modelo Mark 5200 e com precisao de 0,01g
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e inclusdo em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em micrétomo rotativo
a espessura de cinco micrébmetros em 10 cortes transversais e semisseriados.
Posteriormente foram dispostos em laminas para serem coradas com hematoxilina e
eosina (HE), seguida de montagem entre lamina e laminula e fixadas com resina
Entellan®.

Os cortes histologicos foram analisados por meio de imagens digitalizadas
com cinco vezes de aumento, obtidas em microscépio®, onde foi acoplada uma
camera®. Nas imagens foram mensuradas as alturas de 10 vilosidades e as
profundidades de 10 criptas intestinais, sendo que a medicdo das mesmas foi
através de um programa’, e posteriormente foram calculadas as relacdes entre

altura de vilos e profundidade das criptas.

3.5.3 Digestibilidade dos nutrientes — Coleta total de excretas

Para avaliar a energia metabolizavel e o coeficiente de digestibilidade dos
nutrientes foi realizada a coleta total de excretas, de 28 a 31 dias de idade. A excreta
foi coletada uma vez ao dia, armazenada em sacos plasticos identificados, pesadas
e congeladas para que ao final do periodo de coleta fossem descongeladas e
homogeneizadas. Retirou-se uma amostra de aproximadamente 500g que foi seca
em estufa a 60°C, durante 72 horas para a pré-secagem. Posteriormente foram
realizadas as analises de matéria seca (Instituto Adolfo Lutz, 2008), matéria mineral
(CBAA, 2009), proteina bruta (CBAA, 2013), extrato etéreo (AOCS, 2005), energia
bruta em bomba calorimétrica® e minerais (AOAC, 1995).

Durante este periodo de coleta de excreta foi determinada a quantidade de
racdo consumida por unidade experimental e amostras das dietas experimentais
foram coletadas para analises quimicas.

Com os resultados obtidos das andlises laboratoriais das racdes e excretas,
foram calculados os valores de energia metabolizavel aparente (EMA) e energia
metabolizavel aparente corrigida para nitrogénio (EMAnN), conforme equacdes
propostas por Matterson et al. (1965). Calculou-se ainda o coeficiente de

metabolizabilidade aparente total da energia bruta (CMATEB), sendo este em fungéo

4 Merk

5 Zeiss, Scope Al

6 Zeiss, Axio Cam ICc 3
7 Image Pro-Plus 4.5

8 LECO AC500
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da energia bruta e expresso em porcentagem; os coeficientes de digestibilidade
aparente total dos nutrientes (CDAT) — matéria seca (MS), matéria mineral (MM),
proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), calcio, fésforo e sddio, através da férmula:
CDAT (%) = [(NC = NEx)/NC] x 100, onde NC = quantidade do nutriente consumido
e NEx = quantidade do nutriente excretado, conforme metodologia proposta por
Sakomura; Rostagno (2007).

3.5.4 Digestibilidade dos nutrientes - Coleta da digesta ileal

Este ensaio foi conduzido em func&o da proposta de Rodehutscord (2013), o
qgual sugere que sejam alojados ao menos oito frangos de corte machos por gaiola,
com um namero minimo de seis repeticdes por tratamento. As condi¢cdes de manejo
e alojamento devem seguir o manual da linhagem avaliada. Antes do periodo
experimental, as aves devem receber uma dieta inicial com niveis adequados de
todos os nutrientes, sendo que as dietas experimentais devem ser ofertadas de
modo que 0 consumo seja a vontade durante cinco dias que precedem a coleta da
digesta ileal, sendo esta realizada quando as aves estiverem entre 21 e 28 dias de
idade. O conteudo ileal coletado deve ser lavado com agua destilada, realizado um
pool para todas as aves da gaiola, imediatamente congelado e depois seco e moido.

Contudo, algumas adaptacBes foram necesséarias, pois em um primeiro
momento as coletas ileais seriam realizadas em diferentes idades (22 e 32 dias de
idade), mas em virtude do niumero de animais em cada gaiola optou-se por utilizar
duas aves por unidade experimental e avaliar o conteddo individualmente, porém
aos 22 dias de idade a amostragem foi significativamente pequena, inviabilizando a
analise.

Entdo, aos 32 dias de idade foi realizada a coleta da digesta ileal para
determinar o coeficiente de digestibilidade dos nutrientes, onde as aves receberam
as dietas experimentais durante cinco dias para adaptacdo, depois passaram a
receber as dietas com 1% de Celite (indicador - fonte de silica para determinacéo da
cinza insolavel em acido, CIA).

Depois de sacrificadas, o ileo de cada ave foi exposto por incisdo abdominal e
seu conteudo foi recolhido individualmente em recipiente plastico devidamente

identificado, em seguida as digestas foram congeladas para desidratagdo em um
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liofilizador® por 48 horas. Apds a liofilizagcdo, as amostras foram moidas para
determinacao dos teores de MS (Instituto Adolfo Lutz, 2008) e MM. Para a obtencéo
da MM as amostras foram queimadas em mufla a 600°C, durante 24 horas (CBAA,
2009). A partir da MM foi possivel a obtencdo do Ca, P e Na (AOAC, 1995) e cinza
insolavel em acido (Van Keulen & Young, 1977) nas racfes e na digesta ileal.

Com os resultados laboratoriais, foram determinados os coeficientes de
digestibilidade aparente ileal (CDAI) de MS, MM e minerais utilizando-se as
férmulas: Fator de indigestibilidade no ileo (FI) = (CIA na dieta) / (CIA no ileo) e
posteriormente: Digestibilidade dos nutrientes (%) = Nutriente na dieta (%) -
(Nutriente na digesta ileal (%) x FI) / Nutriente na dieta (%).

3.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia, com nivel de significancia
de 5%, através do procedimento MIXED do SAS™ (2008). Foram testados os efeitos
fixos de dieta e fitase e a interacd@o entre os fatores, bem como o efeito aleatério de
bloco, conforme modelo estatistico: Y, =u+B,+D,+F +DF, +g, onde, Y; =
valor observado no i-ésimo bloco, no j-ésimo teor de fésforo fitico, no k-ésimo
nivel de fitase; u = média geral; B; = efeito de bloco; i =1, 2,...,8; D; = efeito do
teor de fosforo fitico; j = alto, baixo; F, = efeito do nivel de fitase; k =0, 500; DF, =

efeito da interacdo do teor de fdsforo fitico com o nivel de fitase; &, = erro aleatorio

associado a cada observacao.

3.7 Resultados
Os resultados obtidos no estudo serdo encaminhados na forma de artigo para
publicacdo para o periodico cientifico Poultry Science, conforme apresentado na

sequéncia.

9 JJ Cientifica LJI-030
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4 Artigo I

METABOLISMO E NUTRICAO

FITASE NA DIETA DE FRANGOS DE CORTE

Fosforo fitico e fitase sobre o desempenho, caracteristicas da tibia, deposi¢do mineral

tecidual e sérica de frangos de corte?

A.A.S. Catalan™, V. S. Avila*, E. L. Krabbe?, L. S. Lopes?, V. L. Kawski*, E. G. Xavier”, V.
F. B. Roll*

“Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Departamento de
Zootecnia, Caixa Postal 354, 96010-000 — Pelotas, RS, Brasil; ‘Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Suinos e Aves, Caixa Postal 21, 89700-000 — Concérdia, SC.

RESUMO Para mensurar a eficiéncia da fitase em dietas com baixo e alto teor de fosforo
fitico (Pfit), em funcdo da inclusdo ou ndo do farelo de trigo, sobre o desempenho,
caracteristicas fisicas da tibia, deposicdo mineral tecidual e sérico, foram alojados 384 frangos
de corte, machos da linhagem Cobb500, os quais foram alojados em gaiolas metabdlicas e
distribuidos em quatro tratamentos em um arranjo fatorial 2x2 em delineamento de blocos
casualizados com oito repeticdes e 12 aves por unidade experimental. A partir de 11 dias de
idade as aves receberam as dietas experimentais, que consistiram em: T1 — dieta com baixo
teor de Pfit; T2 — dieta com baixo teor de Pfit com fitase (500 FTU/Kkg); T3 — dieta com alto
teor de Pfit e T4 — dieta com alto teor de Pfit com fitase (500 FTU/Kg). No periodo de 11 a 21

e 22 a 32 dias de idade foram avaliado o consumo médio de racdo, peso médio corporal,

! Formatado conforme as normas do periédico Poultry Science.
2 Parte da tese de doutorado apresentado a UFPel pelo primeiro autor
3 Autor para correspondéncia: aianec@yahoo.com.br
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ganho de peso médio e conversdo alimentar. Aos 22 e 32 dias de idade foram sacrificadas
duas aves por unidade experimental e delas foi coletada a tibia esquerda para analise das
caracteristicas fisicas e deposicdo mineral, uma porcdo do musculo peitoral sem pele e o
sangue para avaliacdo dos niveis de célcio, fosforo e sodio sérico. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia, onde foram testados os efeitos fixos de dieta e fitase e a interacdo entre
os fatores, bem como o efeito aleatorio de bloco. Houve interacdo para a variavel rigidez
0ssea e célcio sérico. A inclusdo de fitase em dietas com baixo e alto teor de Pfit ndo alterou o
desempenho, a resisténcia e flexibilidade dssea, a deposi¢cdo mineral na tibia e no masculo
peitoral, mas aumentou a rigidez dssea aos 22 dias de idade, e proporcionou maior teor de
calcio sérico em aves alimentadas com a dieta baixo teor de Pfit, aos 32 dias de idade.

Palavras-chave: enzima, farelo de trigo, fésforo fitico, deposicdo mineral

INTRODUCAO

Altos indices produtivos e eficiente conversdo alimentar sdo caracteristicas da
moderna industria avicola. Devido aos avancos no conhecimento das exigéncias nutricionais
dos animais e do conteddo nutricional dos alimentos ofertados para as aves (Classen e
Bedford, 2001), esta evolucdo tem se mantido. Estes autores ja salientavam que as melhorias
na nutricdo deveriam estar voltadas para a maxima utilizacdo dos nutrientes, mesmo daqueles
alimentos tidos como de menor qualidade ou pouco explorados em virtude da baixa
disponibilidade de nutrientes ou pela presenca de fatores antinutricionais.

Em virtude disso, a enzima fitase tem sido largamente estudada e utilizada nas dietas
de ndo ruminantes com o intuito de aumentar a disponibilidade do fdsforo fitico (Pfit) e de
outros minerais e nutrientes (Amerah et al., 2014; Liu et al., 2014).

Segundo Guenter (1997) a degradacéo do Pfit no trato digestivo pode ocorrer devido a

fitase intestinal, a produzida por microrganismos presentes no intestino ou pela fitase natural
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das matérias primas, contudo as acOes destas fitases sdo pouco significantes. Em virtude disso
e dos avancgos da biotecnologia, a producédo da fitase em nivel industrial a partir de cepas
microbiana ou bacteriana € vasta.

Com a inclusédo da fitase, e obtendo um maior aproveitamento do fdsforo, é possivel
aumentar a qualidade 0ssea, a qual é de extrema importancia na producédo de frangos de corte
tendo em vista a velocidade de crescimento 6sseo e ganho de peso corporal. Problemas de
lesGes durante a captura, transporte e abate de frangos podem ser agravadas quando estas aves
ndo apresentam uma boa formacdo dssea, repercutindo em elevado indice de condenacédo de
carcacas e perdas econdmicas.

Outro fator importante da utilizacdo da fitase é a possibilidade de inclusdo de
alimentos alternativos, como o farelo de trigo que é rico em substrato para a enzima atuar.
Mas dados que demonstrem os efeitos da suplementacdo da enzima fitase em dietas de
frangos de corte contendo farelo de trigo, ainda sdo escassos. Entretanto, existem evidéncias
que a adicédo de fitase pode aumentar a degradacdo do Pfit do farelo de trigo, permitindo que o
alimento seja usado em niveis mais elevados, disponibilizando proporcGes consideraveis de
fésforo e outros minerais como célcio, zinco, cobre e outros, reduzindo os custos com
alimentacéo, excrecao e a consequente poluicdo ambiental (Pourreza e Classen, 2001; Classen
e Bedford, 2001; Kerr et al., 2010).

Os dados obtidos até entdo quanto a biodisponibilidade do foésforo sdo qualitativos,
mas que para uma eficiente formulagdo de dietas, visando o minimo de excrecdo de
nutrientes, é necessario ter conhecimento do percentual do mineral que é retido pelo animal
(Shastak e Rodehustscord, 2013).

Diante disso, com este trabalho objetivou-se avaliar a eficiéncia de fitase em diferentes
dietas (baixo e alto teor de Pfit) para frangos de corte sobre o desempenho, caracteristicas

fisicas da tibia e deposicdo mineral tecidual e sérica.
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos de experimentacdo animal utilizados no presente estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da Universidade

Federal de Pelotas, sob o nUmero 6866.

Animais, instalacGes e manejo experimental

O experimento foi conduzido na sala de metabolismo da Embrapa Suinos e Aves,
durante 32 dias experimentais, onde foram alojados 384 frangos de corte com um dia de
idade, da linhagem Cobb500, distribuidos em gaiolas metabolicas de metal, equipadas com
comedouro tipo calha e bebedouro tipo nipple, sendo o alimento e agua fornecidos a vontade.
As varidveis ambientais, temperatura e umidade relativa do ar foram registradas e ajustadas

diariamente, conforme o manual da linhagem (Cobb500, 2009).

Delineamento experimental e dietas

As aves foram distribuidas em quatro tratamentos resultantes de um arranjo fatorial
2x2 (dois niveis de fosforo fitico x presenca ou auséncia de fitase) em um delineamento
experimental de blocos casualizados, com oito repeticdes por tratamentos e 12 aves por gaiola
(unidade experimental).

No inicio do experimento as aves foram pesadas individualmente e distribuidas de
acordo com o peso inicial, permitindo que todos os tratamentos tivessem oito blocos, que
corresponderam as repeti¢es, com aves de peso uniforme dentro de cada bloco, em uma faixa
que variou de 51,3 a 40,1g.

As dietas foram formuladas com a finalidade de obter dietas com diferentes niveis de

fosforo fitico, uma com baixo teor (milho e farelo de soja) e outra com alto teor de fosforo
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fitico (inclusdo de farelo de trigo), sendo estas formuladas de acordo com as exigéncias
nutricionais para frangos de corte conforme proposto por Tabelas Brasileiras para Aves e
Suinos (2011), seguindo uma formulacéo para que as dietas apresentassem niveis similares de
energia metabolizavel, proteina bruta, calcio, foésforo disponivel, sddio e aminoacidos
digestiveis, apesar de ter sido necessario a inclusdo de inerte, farelos com elevado teor de
fibra e 6leo vegetal, assumiu-se a ideia de que os niveis estavam dentro de uma faixa
fisiologicamente aceitavel, a ponto de nao afetar o desempenho animal e as respostas
avaliadas.

No manejo alimentar, visando atender a metodologia proposta por Rodehutscord
(2013), do inicio até os 10 dias de idade, todas as aves receberam a mesma dieta basal. Com
11 dias de idade as aves receberam as dietas experimentais que consistiram em: T1 — dieta
com baixo teor de fésforo fitico; T2 — dieta com baixo teor de fosforo fitico com fitase (500
FTU/kg); T3 — dieta com alto teor de fosforo fitico e T4 — dieta com alto teor de fosforo fitico
com fitase (500 FTU/kg)), conforme apresentado na Tabela 1. Foi utilizada uma fitase
comercial, produzida a partir do Aspergillus ficuum (3-phytase (EC 3.1.3.8)).

O teor de fitase presente em cada alimento foi analisado seguindo a metodologia 1SO
(2008) e o teor de fdsforo fitico foi determinado conforme De Boever et al. (1994), para
posteriormente determinar o percentual de fosforo fitico, obtido com base no peso molecular

das seis moléculas de fosforo em relacdo ao peso molecular da molécula de fitato integra.

Desempenho
As variaveis de desempenho foram avaliadas de 11 a 21 e 22 a 32 dias de idade, onde
as aves foram pesadas para obter o peso médio corporal (PMC) e ganho de peso médio

(GPM). A racéo fornecida e as sobras também foram pesadas em cada fase, para determinar o
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consumo meédio de racdo (CMR) e a conversdo alimentar (CA), obtida através da relacdo

CMR/GPM.

Coleta de amostras

Aos 22 e 32 dias de idade duas aves por unidade experimental foram separadas
aleatoriamente, pesadas, sacrificadas por deslocamento cervical (Art.14 da Resolucdo n°1000,
CFMV, 2012) e delas retirada a tibia esquerda, uma por¢cdo do musculo peitoral (Pectoralis

major) sem pele e sangue para analises.

Caracteristicas fisicas da tibia

A avaliacdo da resisténcia Ossea foi realizada usando-se um texturémetro®. Os 0ssos
foram posicionados sob dois suportes com espaco entre eles de 40 mm. Rath et al. (1999)
descreve que a resisténcia a quebra é representada pelo valor de forca e esta relacionada entre
fatores tais como o tamanho e a composicdo mineral do 0sso; a relagdo entre a forca e a
distancia (tamanho do 0ss0) representa a rigidez do 0sso; as medidas de forca e a rigidez estdo
relacionadas ao estresse (fratura) e tensdo do 0ssO; O estresse representa a resisténcia a

deformacéo, enquanto a tensao representa a percentagem de deformacao.

Deposi¢do mineral na tibia

Ap0s a analise fisica, as tibias foram secas em estufas a 105°C (Instituto Adolfo Lutz,
2008) e submetidas a mufla para obtencdo da matéria mineral (CBAA, 2009), que
posteriormente foram utilizadas para determinacdo do Ca e P, conforme metodologia de

AOAC (1995).

“Texture Analyser - TA XT Plus Texture Analyzer ©Texture Technologies Corporation) com sonda 3-Point
Bending Rig (HDP/3PB e HDP/90) e o software Exponent (Stable Micro Systems
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Deposi¢cdo mineral no musculo peitoral

Apds o congelamento, a por¢cdo do musculo peitoral (Pectoralis major) sem pele foi
cortada em cubos e depositada em bandeja de aluminio identificada e submetida a
desidratacdo em um liofilizador®, durante 48 horas, para obtencdo da matéria seca liofilizada
(MSLio). Em seguida, a amostra foi devidamente moida para determinacdes dos minerais
calcio (Ca), fosforo (P) e sodio (Na), conforme metodologia de AOAC (1995). Obteve-se a
matéria seca (MS) em estufa convencional a 105°C (Instituto Adolfo Lutz, 2008) e da matéria
mineral (MM), o qual foi determinado com a queima das amostras em mufla, a 600°C, durante

24 horas (CBAA, 2009).

Nivel mineral sérico

Duas aves por unidade experimental foram sacrificadas e sangradas com corte na
jugular para a coleta do sangue para mensuracdo do teor mineral sanguineo, onde as analises
foram realizadas a partir do soro, que foi obtido por centrifugacdo do sangue. Para as analises
de calcio, fosforo e sodio foram utilizados kits comerciais Ebram®, Labtest® e CELM®,

respectivamente e seguindo metodologia proposta pelos fabricantes.

Anélise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de variancia, com nivel de significancia de 5%,
atraveés do procedimento MIXED do SAS™ (2008). Foram testados os efeitos fixos de dieta e
fitase e a interacdo entre os fatores, bem como o efeito aleatdrio de bloco, conforme modelo

estatistico: Y, =u+B, +D;+F +DF, +&, onde, Y, = valor observado no i-ésimo

bloco, no j-ésimo teor de fosforo fitico, no k-eésimo nivel de fitase; x = média geral; B,

efeito de bloco; i =1, 2,..,8; D; = efeito do teor de fosforo fitico; j = alto, baixo; F,

5 JJ Cientifica LJI-030
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efeito do nivel de fitase; k =0, 500; DF, = efeito da interacdo do teor de fosforo fitico com o

nivel de fitase; ¢, = erro aleatdrio associado a cada observagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos para o desempenho no periodo
experimental, onde é possivel observar que ndo houve interacdo entre os fatores analisados
para nenhuma variavel estudada. Entretanto, considerando os efeitos separadamente, as aves
alimentadas com a dieta com baixo teor de Pfit, no periodo de 11 a 21 dias de idade,
apresentaram maior CMR, PMC, GPM e a melhor CA em comparacao as aves que receberam
a alto teor de Pfit na dieta.

Na fase de crescimento, de 22 a 32 dias de idade, as aves que receberam a dieta com
alto teor de Pfit apresentaram maior CMR em comparagdo as aves que receberam baixo
fosforo fitico. Esta dieta mesmo apresentando alto teor de fibra (3,89%), em funcdo do farelo
de trigo, o0 que pode ter colaborado com a redu¢do no consumo alimentar das aves.

A suplementacdo de fitase na dieta de aves tem apresentado efeitos positivos para o
desempenho dos animais (Technical Information, 2003). Mas no presente estudo, tal fato ndo
foi observado, mesmo utilizando um alimento com alto teor de Pfit (farelo de trigo), o que é
substrato para atuagéo da enzima, logo esta ndo proporcionou melhorias no desempenho dos
animais. Liu et al. (2014) salientam que o Pfit presente no trigo é localizado no aleurona e em
virtude da natureza fibrosa desta por¢do acaba limitando o acesso da fitase ao seu substrato,
impedindo assim a degradagdo do Pfit. Além disso, Kleyn (2013) salienta que a fitase tem

impacto sobre as propriedades antinutricionais do Pfit, na forma de &cido fitico ou mio-
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inositol hexafosfato (IP6), e que, embora ndo diretamente mensuraveis podera ter efeito
positivo sobre o desempenho das aves.

No presente trabalho a inclusédo de fitase ou do farelo de trigo ndo proporcionaram 0s
melhores resultados, contudo os dados de desempenho estdo dentro do esperado para a
linhagem. E, diferente destes achados, Pourreza e Classen (2001) avaliaram o efeito da
incluséo de 25% de farelo de trigo na dieta de frangos de corte com diferentes niveis de fitase
e xilanase, constataram que a fitase, no seu efeito isolado, promoveu uma melhor conversédo
alimentar, indicando uma resposta benéfica ao uso de fitase em dietas com farelo de trigo, em

virtude da melhor utilizacdo do Pfit e outros constituintes nutricionais.

Caracteristicas fisicas da tibia

Aos 22 dias de idade dos frangos do corte foi possivel observar interacdo significativa
na rigidez Ossea, sendo que a adicdo de fitase na dieta com baixo teor de fosforo fitico
proporcionou maior rigidez 6ssea, tal fato também foi observado ao avaliar o efeito da fitase,
mas entre dietas, sendo que, a dieta com menor teor de Pfit forneceu maior rigidez dssea. A
resisténcia e flexibilidade dssea apresentaram diferenca em funcdo da dieta, em seu efeito
isolado, onde a dieta com baixo teor de fésforo fitico, e proporcionou melhores resultados,
consequentemente maior qualidade dssea.

Aos 32 dias de idade, foi observada diferenca significativa para o efeito principal da
dieta, onde as aves que receberam a dieta com alto teor de Pfit apresentaram uma maior
rigidez Ossea.

Os trabalhos encontrados na literatura apresentam resultados referentes a resisténcia
0ssea e composicdo mineral das tibias (Catala-Gregori et al., 2006; Fukayama et al., 2008;

Oliveira et al., 2008; Selle et al., 2009; Jiang et al., 2013; Olukosi e Fru-Nji, 2014), porém a
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rigidez e a flexibilidade sdo outras variaveis que podem determinar a qualidade 6ssea, onde
segundo Currey (2003) quanto maior a rigidez 6ssea, mais susceptivel a quebra o 0sso estara.
Neste estudo, a fitase ndo foi eficiente para melhorar as caracteristicas dsseas
avaliadas, pois ndo foi observado efeito da fitase para nenhuma das variaveis, tanto aos 22
quanto aos 32 dias de idade. Contudo, Fukayama et al. (2008) testando dietas que
proporcionaram uma maior quantidade de acido fitico e diferentes niveis de inclusdo de fitase
constataram que a inclusdo de até 750 FTU de fitase/kg na racdo melhora a resisténcia dssea e

consequentemente a mineralizacao dssea.

Deposicdo mineral tecidual — tibia

N&o houve interacdo significativa entre os fatores avaliados para a deposi¢do mineral
na tibia de frangos de corte. Entretanto, o efeito principal de dieta foi significativo aos 22 dias
de idade, para a matéria mineral e fosforo, onde aves alimentadas com a dieta com baixo teor
de Pfit apresentaram uma maior deposicdo destes, conforme apresentado na tabela 4.

Segundo Rath et al. (2000) altos niveis de fibras e fosforo fitico nas dietas pode
interferir na absor¢do dos minerais, especialmente célcio e fésforo, deixando o 0sso mais
susceptivel a quebra, e estes fatores podem ser amenizados com a adicdo de enzimas
exogenas. Porém, no presente estudo a acdo da enzima nao foi observada, pois a fitase néo foi
eficiente para proporcionar uma maior deposi¢do dos minerais, e sim, a dieta com baixo teor
de fosforo fitico. Tal fato € abordado por Kornegay et al. (1999), os quais relataram a
eficiéncia da fitase em aumentar a disponibilidade do fosforo em dietas a base de milho e

farelo de soja, ou seja, baixo teor de fosforo fitico.

Deposi¢do mineral tecidual — musculo peitoral
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Na tabela 5 sdo apresentados os resultados referentes a deposi¢do mineral no musculo
peitoral. N&o houve interacdo significativa entre dieta e fitase, entretanto a dieta, em seu efeito
principal, apresentou diferenca para a variavel matéria mineral e sddio aos 32 dias de idade.
Aves alimentadas com a dieta com alto teor de Pfit apresentaram uma maior concentracao de
matéria mineral, mas o mesmo ndo foi observado para a variavel sodio.

Os resultados para esta variavel ainda séo inconsistentes e de dificil comparacéo, pois
ndo existem trabalhos neste sentido, porém Shastak e Rodehutscord (2013) salientam a
importancia de buscar alternativas para determinacdo quantitativa de disponibilidade de
fosforo, com isso a avaliagdo tecidual torna-se uma opcao. Silva e Pascoal (2014) descrevem
que determinar a quantidade de mineral retido no corpo do animal é um excelente parametro,
contudo existem varias desvantagens para este método, pois é problemas na amostragem

podem conduzir a uma variacao do valor estimado do mineral do corpo.

Nivel mineral sérico

Na tabela 6 sdo apresentados os resultados dos niveis séricos de célcio, fosforo e sddio
avaliados aos 22 e 32 dias de idade dos frangos de corte.

E possivel observar interagdo entre os fatores teor de Pfit e fitase para o célcio sérico
aos 32 dias de idade das aves. Aves que receberam a dieta com baixo teor de Pfit e fitase
apresentaram maior nivel de calcio sérico quando comparado a mesma dieta sem fitase. E as
aves que receberam a dieta com baixo teor de Pfit e fitase apresentaram o maior nivel de
calcio sérico quando comparado as que receberam a dieta com alto teor de Pfit e fitase.

Resultados semelhantes foram encontrados por Ghasemi et al. (2006), demonstrando
que a suplementacéo de fitase na dieta de frangos de corte promoveu a liberacdo do fdsforo e
calcio complexados ao Pfit, potencializando assim a disponibilidade do calcio para ser

absorvido pelas aves. Também salientam que as aves tiveram uma melhor resposta em
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virtude da adequacdo do fdésforo nao fitico presente na dieta, corroborando assim com o0s
achados do presente trabalho, onde as dietas com baixo teor de Pfit e fitase apresentaram
maior concentracao do calcio a nivel sérico, permitindo a utilizagdo do mesmo pelos tecidos
que o demandam, conforme demonstrado nos resultados deste estudo ao analisar tibias e
musculo peitoral.

Cromwell (1999) salienta que em funcdo dos mecanismos homeostaticos que
controlam o célcio e fésforo serico, a concentracdo destes minerais no soro nao é indicador de
adequacao dietética, mas a porcentagem de cinzas no 0sso, peso das cinzas dos 0ssos e
resisténcia a quebra sdo indicadores muito mais sensiveis do que as concentracfes séricas,
pois, as aves demandam um maior aporte de célcio e fosforo em funcdo da formacéao 6ssea.

Conclui-se que a inclusdo de fitase em dietas com alto e baixo teor de Pfit ndo
melhorou o desempenho, a resisténcia e flexibilidade 6ssea, a deposi¢do mineral na tibia e no
musculo peitoral, mas aumentou a rigidez 6ssea aos 22 dias de idade, e proporcionou maior
teor de célcio sérico em aves alimentadas com a dieta contendo baixo teor de Pfit aos 32 dias

de idade.
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411 Tabela 1. Composicdo centesimal e nutricional das dietas experimentais para frangos de corte

1-10d 11-21d (Inicial) 22-32d (Crescimento)
Dieta Basal Baixo Pfit" Baixo Pfit Alto Pfit Alto Pfit Baixo Pfit Baixo Pfit  Alto Pfit Sem Alto Pfit
Ingredientes (kg) Pré-Inicial Sem fitase Com fitase Sem fitase Com fitase Sem fitase Com fitase fitase Com fitase

Milho (7,5%) 50,69 63,92 63,92 48,69 48,69 72,42 72,42 52,91 52,91
Farelo Soja (45%) 42,01 30,21 30,21 25,45 25,45 24,66 24,66 20,32 20,32
Farelo Trigo (14%) 0,00 0,00 0,00 20,00 20,00 0,00 0,00 20,00 20,00
Oleo de soja 3,14 0,00 0,00 2,90 2,90 0,00 0,00 4,41 4,41
Caulin 0,00 2,83 2,83 0,06 0,06 0,58 0,58 0,00 0,00
Fosfato bicalcico? 1,80 1,00 1,00 0,76 0,76 0,78 0,78 0,54 0,54
Calcario? 0,97 0,71 0,71 0,83 0,83 0,62 0,62 0,73 0,73
Sal iodado 0,53 0,44 0,44 0,56 0,56 0,35 0,35 0,34 0,34
DL-metionina 0,32 0,22 0,22 0,23 0,23 0,16 0,16 0,18 0,18
L-lisina 0,24 0,32 0,32 0,38 0,38 0,22 0,22 0,28 0,28
Premix vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix mineral* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L-treonina 0,11 0,13 0,13 0,17 0,17 0,05 0,05 0,09 0,09
Fitase® 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,05
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Composigdo nutricional

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2950 2850 2850 2850 2850 3000 3000 3000 3000
Proteina Bruta (%) 22,98 18,59 18,59 18,58 18,58 16,46 16,46 16,37 16,37
Fibra Bruta (%) - 2,70 2,70 4,09 4,09 2,55 2,55 3,89 3,89
Extrato Etéreo (%) - 2,84 2,84 5,78 5,78 3,06 3,06 7,34 7,34
Calcio (%) 0,920 0,601 0,601 0,600 0,600 0,500 0,500 0,500 0,500
Sédio (%) 0,220 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Lisina dig. - 1,100 1,100 1,100 1,100 0,890 0,890 0,900 0,900
Metionina dig. - 0,460 0,460 0,460 0,460 0,370 0,370 0,390 0,390
Fésforo disponivel (%) 0,470 0,300 0,300 0,300 0,300 0,249 0,249 0,250 0,250
Fosforo total (%) 0,734 0,542 0,542 0,622 0,622 0,485 0,485 0,559 0,559
Pfit calculado (%) - 0,242 0,242 0,322 0,322 0,236 0,236 0,309 0,309
Pfit analisado (%)’ - 0,225 0,225 0,335 0,335 0,250 0,250 0,327 0,327
Fitase adicionada - 0 500 0 500 0 500 0 500
Fitase determinada® ° - 0 690 640 1315 135 725 330 1175

412 “Pfit — fosforo fitico; 'Calcio: minimo 210g/kg, maximo 250g/kg; Fosforo: 180g/kg; 2Calcio: minimo 33%; *Niveis de garantia por kg do produto: Vitamina A: 9000000.000 Ul, Vitamina D3: 2500000.00 Ul, Vitamina

413 E: 20000.00 UI, Vitamina K3: 2500.00mg, Vitamina B1: 1500.00mg, Vitamina B2: 6000.00mg, Vitamina B6: 3000.00mg, Vitamina B12: 12000.00mcg, Acido Pantoténico: 12g, Niacina: 25g, Acido Félico: 800.00mg,

414 Biotina: 60.00mg, Selénio: 250.00mg. “Niveis de garantia por kg do produto: Cobre: 20g, Ferro: 100g, Manganés: 160g, Cobalto: 2000.00mg, lodo: 2000.00mg, Zinco: 100g. *Natuphos®, 10000 FTU/g; ®Fésforo Fitico

415 calculado = fésforo total — fosforo disponivel; "Niveis obtidos conforme relatério de Enzyme Services and Consultancy — AB Vista; ®Nivel de fitase (FTU/kg de alimento) conforme certificado de Ensaio CBO — Analises

Z‘r%g laboratoriais; ® Os niveis esperados normalmente ndo coincidem com os niveis suplementados em fungdo da fitase natural presente na matéria prima, porém assume-se que esta ndo tem atuagdo a nivel de trato
gastrointestinal.

N
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418 Tabela 2. Consumo medio de racdo (CMR), peso médio corporal (PMC), ganho de peso médio (GPM) e conversdo alimentar (CA) para frangos

419  de corte, machos, Cobb 500 alimentados com dietas com baixo e alto teor de fosforo fitico (Pfit), com e sem fitase (médiaterro padrao).

420
421
422

Perio _dO (dias de Varidveis Dieta Fitase (FTU/kQ) P-v;:iiopg:?ncé i(;;elito principal e interacéo
idade) Pfit 0 500 Dicta Fitase Interac&o

VR g, IR TSR ooms o oo

. pwoen Qo gemuat SOED oo osms  os
T e Qo el somel ouo o oso

Ay o LSO 14000 omn s ome

R N0, BRI ST s oo oo

. wegme AU DRSS SRES® oo g o
Py QIO EEIETE BRES opn ome oowm

Ay o LERBO RN ome axs oo

!Médias obtidas a partir de oito repeticGes com 12 aves por unidade experimental
2Médias obtidas a partir de oito repeticGes com 10 aves por unidade experimental
AB Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).

0§



423  Tabela 3. Resisténcia 0ssea, flexibilidade e rigidez da tibia aos 22 e 32 dias de idade de frangos de corte, machos, Cobb 500 alimentados com

424 dietas com baixo e alto teor de fdsforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padréo)

Dieta Fitase (FTU/KkQ) P-value para o efeito principal e interacdo
P s V =7z - 1 - - -
eriodo ariaveis Pit 0 500 Ef_elto Prmc_lpal Interagao
Dieta Fitase
B B
Resisténcia 6ssea (Kgf) Eg'it)?o gggf 88? N igggf 8;‘8 ~ 00014 05268 0,2802
o Flexibilidade ossea Alto  20.35:193% 27,63+ 159"
22 dias de idade (kgf.mm) Baixo 32424212~ 3343+ 137 A 0,0209 0,8444 0,4512
Bb Bb
Rigidez 6ssea (mm) Eg'it)fo gggf 8’23 o ?égf 8’?3 ~ 00059 0,3188 0,0437
Resisténcia 6ssea (kgf) é‘; Iit)?o gggsf 1?3 ggg?f 182 0,9497 0,2795 0,8859
. . Flexibilidade 6ssea Alto 53,43+ 5,00 54,00+ 2,90
32 dias de idade (kgf.mm) Baixo 5425+ 3 68 5175+ 3 50 0,8347 0,7800 0,6556
A A
Rigidez dssea (mm) Eg'it)fo S oose oo rore 00242 08368 0,3964

425  Médias obtidas a partir de oito repeticdes com duas aves por unidade experimental
426  ® Médias seguidas por letras mindsculas distintas na mesma linha diferem pelo teste F (p<0,05).

427 A8 Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).
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428

429

430
431

Tabela 4. Matéria mineral (MM), célcio (Ca), fosforo (P) na tibia de frangos de corte, machos, Cobb 500 aos 22 e 32 dias de idade alimentados
com dietas com baixo e alto teor de fosforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padréo)
Dieta Fitase (FTU/kg) P-value para o efeito principal e interacédo
Periodo Varidveis’ Pfit 0 500 Ef_eito Princ_ipal Interagdo
Dieta Fitase

oy e SSEIET EEOET ome ey o

22 dias de idade Ca (%) BAa'ifo gggi’ 8%; ﬁggi g:ij 0,2030  0,6661 0,0979

P (%) Gao 62901104 baisoosrA 00 0807 02076

oo QO BEOE RIS oo omw  oer

32 dias de idade Ca (%) BAa'ifo ﬁ?gi’ gg’é ﬁggi 8§§ 00811 0,194 0,6183

P (%) Gao 70010154  orasoznp 012 04077 omse

!Médias obtidas a partir de oito repeticGes com duas aves por unidade experimental

AB Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).

A



432

433

434

435
436

Tabela 5. Matéria seca liofilizada (MSLio), matéria mineral (MM), célcio (Ca), fosforo (P), sodio (Na) no musculo peitoral de frangos de corte,
machos, Cobb 500 aos 22 e 32 dias de idade alimentados com dietas com baixo e alto teor de fosforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro
padréo)
Dieta Fitase (FTU/kg) P-value para o efeito principal e interagdo
Periodo Varidveis’ Pfit 0 500 Ef_eito Princ_ipal Interacdo
Dieta Fitase

MSLio (%) e gggéi 8:3‘;’ gggéi 8:12 01039 0,205 0,6307

MM () Gao  6100:0148  olooioira  OSI8 0673 05428

22 dias de idade Ca (%) e 001360002 Ooi3so00r 02505 04907 0,439

P (%) Gavo  Liw008  Llzosoon 07505 0S4 0663

Na (%) Gao 01440003  Oldesoops  OSTM 0828 05500

MSLio (%) o gggﬁ 8:32 gg:ggi 8:12 01077  0,1047 0,0664

oo Qo ozeomel sammlst oo omm  oms

32 dias de idade Ca (%) o D011s0000  Oolisooog 08692 0,083 0,5687

o Qo LEEOID W g g o

won QO DUSOIGL GIO0E) oo ous oo

!Médias obtidas a partir de oito repeticdes com duas aves por unidade experimental

AB Médias seguidas por letras maitisculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).
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437  Tabela 6. Célcio (Ca), fosforo (P) e sodio (Na) sérico aos 22 e 32 dias de idade de frangos de corte, machos, Cobb 500 alimentados com dietas

438 com baixo e alto teor de fosforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padréo).

439
440
441

Dieta Fitase (FTU/kg) P-value para o efeito principal e interacdo
P Ve V -7 - l - - -
eriodo ariaveis Pit 0 500 Ef_elto Prmc_lpal Interagao
Dieta Fitase
Alto 9,29+ 0,34 8,85+ 0,28
Ca (mg/dL) Baixo 9134 0.3 8834 0.3 0,7848 0,2567 0,8300
22 dias de idade P (mg/dL) B’fd'it)fo o oay ool 0,2309  0,9236 0,7530
Alto 137,13+ 1,59 137,88+ 0,59
Na (mEq/L) Baixo  137.88+068  13744x059 08332 0833 0,4269
Alto 9,48+ 0,108 9,44+ 0,06 B°
Ca (mg/dL) Baixo  9.60%009% 0864007 A° 0,0008 0,1225 0,0438
32 dias de idade P (mg/dL) Eg'itfo gggf 8% ?igf 822 0,8504 0,5231 0,1235
Alto 139,31+ 0,65 138,94+ 0,65
Na (mEq/L) Baixo  139,00+037  137.69+04g9 01062 00825 0,3226

!Médias obtidas a partir de oito repeticGes com duas aves por unidade experimental
® Médias seguidas por letras mindsculas distintas na mesma linha diferem pelo teste F (p<0,05).

AB Médias seguidas por letras maitisculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).
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5 Artigo I

METABOLISMO E NUTRICAO

FITASE NA DIETA DE FRANGOS DE CORTE

Baixo e alto teor de fdsforo fitico e fitase sobre o peso relativo de 6rgéos, coeficientes de

digestibilidade total e ileal e morfometria intestinal de frangos de corte?

A. A.S. Catalan™, E. L. Krabbe*, V. S. Avila*, L. S. Lopes*, D. Surek*, V. F. B. Roll’, E. G.
Xavier”

“Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Departamento de
Zootecnia, Caixa Postal 354, 96010-000 — Pelotas, RS, Brasil; ‘Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Suinos e Aves, Caixa Postal 21, 89700-000 — Concérdia, SC.

RESUMO Para avaliar a eficiéncia da fitase em dietas com baixo e alto teor de fosforo fitico
(Pfit), em fungdo da inclusdo ou ndo do farelo de trigo, sobre o peso relativo de 6rgdos,
coeficientes de digestibilidade total e ileal e morfometria intestinal, foram alojados 384
frangos de corte, machos da linhagem Cobb500, em gaiolas metabdlicas e distribuidos em
quatro tratamentos em um arranjo fatorial 2x2 em delineamento de blocos casualizados com
oito repetices e 12 aves por unidade experimental. A partir de 11 dias de idade as aves
receberam as dietas experimentais, que consistiram em: T1 — dieta com baixo teor de Pfit; T2
— dieta com baixo teor de Pfit com fitase (500 FTU/kg); T3 — dieta com alto teor de Pfite T4
— dieta com alto teor de Pfit com fitase (500 FTU/kg). Aos 22 e 32 dias de idade foram
sacrificadas duas aves por unidade experimental para coleta da moela, coracdo, figado, ceco,
bolsa cloacal, do contetdo ileal e uma porcdo do duodeno, jejuno e ileo. De 28 a 31 dias de

idade foi realizada a coleta total de excretas para quantificar os coeficientes de digestibilidade

! Formatado conforme as normas do periddico Poultry Science
2 Parte da Tese de doutorado apresentado a UFPel pelo primeiro autor.
3 Autor para correspondéncia: aianec@yahoo.com.br
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aparente total. Os dados foram submetidos a analise de variancia, onde foram testados 0s
efeitos fixos de dieta e fitase e a interacdo entre os fatores, bem como o efeito aleatorio de
bloco. Houve interacdo significativa para a energia metabolizavel aparente corrigida para
nitrogénio (EMAN) e para o coeficiente de digestibilidade total (CDAT) do célcio, fésforo e
sodio, onde a dieta com baixo teor de Pfit com ou sem fitase proporcionou os melhores
resultados, exceto para 0 CDAT do sddio. Pode-se concluir que a adi¢do de fitase em dietas
com baixo e alto teor de Pfit para frangos de corte ndo alterou o peso relativo dos 6rgaos, a
morfometria intestinal e o0 CDAI, mas proporcionou maior EMAN com a dieta baixo teor de

Pfit e melhor CDAT do célcio e do fésforo com a dieta baixo teor de Pfit.

Palavras-chave: enzima, farelo de trigo, fésforo fitico, metodologia.

INTRODUCAO

A capacidade da fitase em hidrolisar o fitato € bem compreendida a partir de ensaios in
vitro, mas a sua atividade in vivo, permanece em grande parte desconhecida (Greiner e
Konietzny, 2011). Isto, em virtude das diferentes metodologias preconizadas no meio
cientifico para a avaliagdo da eficiéncia enzimatica.

Além disso, existe um pluralismo quanto a definicdo de fdésforo disponivel e vérias
abordagens estdo em uso para determinar a disponibilidade deste, isso faz com seja dificil
interpretar e comparar resultados de diferentes laboratérios (Rodehutscord, 2013; Shastak e
Rodehutscord, 2013).

Para mudar este cenario, Rodehutscord (2013) prop6s uma metodologia referencial,
visando a geracdo de resultados a partir da mesma base metodologica. Esta proposta

recomenda que as aves permanecam sob uma dieta unica (basal), seguida de uma fase de
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adaptacdo (cinco dias) para posterior periodo de coletas, que deve ser entre 21 a 28 dias de
idade. Sugere-se ainda que as respostas de eficiéncia enzimatica sejam avaliadas em funcéo
do local de coleta ao longo do trato digestério, como coleta total versus coleta ileal, com isso
a recomendacdo é utilizar como referéncia a digestibilidade ileal.

A utilizacdo da coleta ileal da digesta, também é sugerida por Warpechowski et al.
(2006) pois os mesmos consideram que os resultados obtidos a partir da digestibilidade ileal
ndo sofrem interferéncia da fermentacdo microbiana que ocorre no intestino grosso, nem
contaminacdo com nitrogénio proveniente da urina, considerando assim os dados mais
precisos.

Ao mesmo tempo, é importante ter conhecimento sobre a real disponibilidade de
fosforo a partir das matérias-primas fornecidas aos animais e a0 mesmo tempo, avaliar até que
ponto a suplementacdo de fitase é capaz de aumentar a disponibilidade do fésforo utilizando
diferentes ingredientes. Segundo Greiner e Konietzny (2011) em funcdo de questdes
econdmicas, a tendéncia na nutricdo animal é a utilizacdo de alimentos tidos de baixa
qualidade, mas com suplementacdo de enzimas com o intuito de melhorar a digestdo e
absorcdo de nutrientes de baixa disponibilidade.

Em virtude disso, pode-se considerar que o farelo de trigo € um ingrediente
economicamente viavel, por apresentar vantagens para a nutricdo animal (Ali et al., 2008),
pois possui em torno de 14% de proteina bruta, 3,0% de extrato etéreo, 11% de fibra bruta e
13,5% de umidade (Butolo, 2010). Porém, segundo Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos
(2011) este alimento apresente um alto teor de fosforo fitico, em torno de 0,64%, o que
representa 66% do total do fosforo contido nesta matéria prima, podendo assim ser

considerado como um substrato para a enzima fitase.
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Com isso, objetivou-se avaliar a eficiéncia da fitase em dietas com baixo e alto Pfit e
seus efeitos sobre peso relativo de 6rgdos, coeficiente de digestibilidade total e ileal e

morfometria intestinal de frangos de corte.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos de experimentacdo animal utilizados no presente estudo
foram aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade

Federal de Pelotas, sob o nUmero 6866.

Animais, instalacGes e manejo experimental

O estudo foi realizado na Embrapa Suinos e Aves, na sala de metabolismo, com
temperatura, umidade relativa do ar e iluminacdo controlados, conforme o manual da
linhagem (Cobb500, 2009). Nestas instalagcdes foram alojadas 384 frangos de corte machos,
da linhagem Cobb500, com um dia de idade, em gaiolas metabdlicas de metal, equipadas com
comedouro tipo calha e bebedouro tipo nipple, onde o alimento e a 4gua foram fornecidos ad

libitum.

Delineamento e dietas experimentais

As aves foram distribuidas em quatro tratamentos resultantes de um arranjo fatorial
2x2 (dois niveis de Pfit x presenca ou auséncia de fitase) em um delineamento experimental
de blocos casualizados, com oito repeti¢cbes por tratamentos e 12 aves por gaiola (unidade
experimental). No inicio do experimento as aves foram pesadas individualmente e distribuidas

de acordo com o peso inicial, permitindo que todos os tratamentos tivessem oito blocos, que
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corresponderam as repeticGes, com aves de peso uniforme dentro de cada bloco, em uma faixa
que variou de 51,3 a 40,1g.

As dietas foram elaboradas com a finalidade de obter dietas com diferentes niveis de
fosforo fitico, uma com baixo (milho e farelo de soja) e outra com alto teor de fosforo fitico
(incluséo de farelo de trigo), sendo estas formuladas de acordo com as exigéncias nutricionais
para frangos de corte conforme proposto por Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (2011),
seguindo uma formulacdo para que as dietas apresentassem niveis similares de energia
metabolizavel, proteina bruta, calcio, fésforo disponivel, sdédio e aminoacidos digestiveis,
apesar de ter sido necessario a inclusdo de inerte, farelos com elevado teor de fibra e dleo
vegetal, assumiu-se a ideia de que os niveis estavam dentro de uma faixa fisiologicamente
aceitavel, a ponto de nao afetar o desempenho animal e as respostas avaliadas.

No manejo alimentar, visando atender a metodologia proposta por Rodehutscord
(2013), do inicio até os 10 dias de idade, todas as aves receberam a mesma dieta basal. Com
11 dias de idade as aves receberam as dietas experimentais que consistiram em: T1 — dieta
com baixo teor de fosforo fitico; T2 — dieta com baixo teor de fosforo fitico com fitase (500
FTU/kg); T3 — dieta com alto teor de fosforo fitico e T4 — dieta com alto teor de fésforo fitico
com fitase (500 FTU/kg)), conforme apresentado na Tabela 1.

Foi utilizada uma fitase comercial, produzida a partir do Aspergillus ficuum (3-phytase
(EC 3.1.3.8)). O teor de fitase presente em cada alimento foi analisado seguindo a
metodologia ISO (2008) e o teor de fosforo fitico foi determinado conforme De Boever et al.
(1994), para posteriormente determinar o percentual de fosforo fitico, obtido com base no
peso molecular das seis moléculas de fosforo em relacdo ao peso molecular da molécula de

fitato integra.

Amostras coletadas
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Foram realizados dois abates, aos 22 e 32 dias de idade, sendo que em cada um
retirou-se duas aves por unidade experimental, as quais foram identificadas, pesadas e
sacrificadas por deslocamento cervical (Art.14 da Resolucdo n°1000, CFMV, 2012). Aos 22
dias de idade foi coletado moela, coracao, figado, ceco e Bolsa cloacal para determinar o peso
relativo destes 6rgdos. Aos 32 dias coletou-se o contetdo ileal para analise da digestibilidade

ileal e uma porc¢do do duodeno, jejuno e ileo para analise de morfometria intestinal.

Peso relativo dos 6rgaos
A moela (sem conteudo), coracdo, figado, cecos e Bolsa cloacal foram pesados
utilizando-se uma balanca digital®, para mensurar o peso relativo (%PR = peso do 6rgdo x

100/ peso corporal) em relacdo ao peso corporal de cada ave no momento do sacrificio.

Digestibilidade dos nutrientes — Coleta total de excretas

Para avaliar a energia metabolizavel e o coeficiente de digestibilidade dos nutrientes
foi realizada a coleta total de excretas, de 28 a 31 dias de idade. A excreta foi coletada uma
vez ao dia, armazenada em sacos plasticos identificados, pesadas e congeladas para que ao
final do periodo de coleta fossem descongeladas e homogeneizadas. Retirou-se uma amostra
de aproximadamente 5009 que foi seca em estufa de circulacdo de ar forgado a 60°C, durante
72 horas para a pré-secagem. Posteriormente foram realizadas as analises de matéria seca
(Instituto Adolfo Lutz, 2008), matéria mineral (CBAA, 2009), proteina bruta (CBAA, 2013),
extrato etéreo (AOCS, 2005), energia bruta em bomba calorimétrica® e minerais (AOAC,
1995). Durante este periodo de coleta de excreta foi determinada a quantidade de racéo
consumida por unidade experimental e amostras das dietas experimentais foram coletadas

para analises quimicas.

4 Marca Bel Engineering, modelo Mark 5200 e com preciséo de 0,01g
5 LECO AC500
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Com os resultados obtidos das andlises laboratoriais das racfes e excretas, foram
calculados os valores de energia metabolizavel aparente (EMA) e energia metabolizavel
aparente corrigida para nitrogénio (EMAn), conforme equacdes propostas por Matterson et al.
(1965). Calculou-se ainda o coeficiente de metabolizabilidade aparente total da energia bruta
(CMATEB), sendo este em funcdo da energia bruta e expresso em porcentagem; oS
coeficientes de digestibilidade aparente total dos nutrientes (CDAT) — matéria seca (MS),
matéria mineral (MM), proteina bruta (PB), extrato etéreo (EE), célcio (Ca), fosforo (P) e
sodio (Na), através da formula: CDAT (%) = [(NC — NEx)/NC] x 100, onde NC =
guantidade do nutriente consumido e NEx = quantidade do nutriente excretado, conforme

metodologia proposta por Sakomura; Rostagno (2007).

Digestibilidade dos nutrientes - Coleta da digesta ileal

Este ensaio foi conduzido em funcdo da proposta de Rodehutscord (2013), o qual
sugere que sejam alojados ao menos oito frangos de corte machos por gaiola, com um ndmero
minimo de seis repeticbes por tratamento. As condi¢cdes de manejo e alojamento devem seguir
o manual da linhagem avaliada. Antes do periodo experimental, as aves devem receber uma
dieta inicial com niveis adequados de todos os nutrientes, sendo que as dietas experimentais
devem ser ofertadas de modo que o consumo seja a vontade durante cinco dias que precedem
a coleta da digesta ileal, sendo esta realizada quando as aves estiverem entre 21 e 28 dias de
idade. O conteldo ileal coletado deve ser lavado com agua destilada, realizado um pool para
todas as aves da gaiola, imediatamente congelado e depois seco e moido.

Contudo, algumas adaptacdes foram necessarias, pois em um primeiro momento
coletas ileais seriam realizadas em diferentes idades (22 e 32 dias de idade), mas em virtude

do numero de animais em cada gaiola optou-se por utilizar duas aves por unidade
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experimental e avaliar o contetdo individualmente, porém aos 22 dias de idade a amostragem
foi significativamente pequena, inviabilizando a anélise.

Entdo, aos 32 dias de idade foi realizada a coleta da digesta ileal para determinar o
coeficiente de digestibilidade dos nutrientes, onde as aves receberam as dietas experimentais
durante cinco dias para adaptacdo, depois passaram a receber as dietas com 1% de Celite
(indicador - fonte de silica para determinacéo da cinza insoluvel em &cido, CIA).

Depois de sacrificadas, o ileo de cada ave foi exposto por incisdo abdominal e seu
conteudo foi recolhido individualmente em recipiente plastico devidamente identificado, em
seguida as digestas foram congeladas para desidratacdo em um liofilizador® por 48 horas.
Apobs a liofilizacdo, as amostras foram moidas para determinacdo dos teores de MS (Instituto
Adolfo Lutz, 2008) e MM. Para a obtencdo da MM as amostras foram queimadas em mufla a
600°C, durante 24 horas (CBAA, 2009). A partir da MM foi possivel a obtencdo do Ca, P e
Na (AOAC, 1995) e cinza insolivel em acido (Van Keulen e Young, 1977) nas racGes e na
digesta ileal.

Com os resultados laboratoriais, foram determinados os coeficientes de digestibilidade
aparente ileal (CDAI) de MS, MM e minerais utilizando-se as formulas: Fator de
indigestibilidade no ileo (FI) = (CIA na dieta) / (CIA no ileo) e posteriormente:
Digestibilidade dos nutrientes (%) = Nutriente na dieta (%) - (Nutriente na digesta ileal (%) x

FI) / Nutriente na dieta (%).

Morfometria intestinal
Para a analise da morfometria intestinal foi coletada uma amostra de dois centimetros
de comprimento de cada um dos segmentos do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo), que

em seguida foram fixadas por 48 horas em solucéo de formol a 10%.

6 JJ Cientifica LJI-030
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Apols a fixacdo, as pecas foram desidratadas em bateria de alcool etilico em
concentracgdes crescentes (70, 80, 90 e absoluto), seguida de diafanizacdo com xilol e inclusdo
em parafina. Os blocos de parafina foram cortados em microtomo rotativo a espessura de
cinco micrémetros em 10 cortes transversais e semisseriados. Posteriormente foram dispostos
em laminas para serem coradas com hematoxilina e eosina (HE), seguida de montagem entre
lamina e laminula e fixadas com resina Entellan®’.

Os cortes histologicos foram analisados por meio de imagens digitalizadas com cinco
vezes de aumento, obtidas em microscopio®, onde foi acoplada uma camera®. Nas imagens
foram mensuradas as alturas de 10 vilosidades e as profundidades de 10 criptas intestinais,
sendo que a medicdo das mesmas foi através de um programa'’, e posteriormente foram

calculadas as relagdes entre altura de vilos e profundidade das criptas.

Analise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de variancia, com nivel de significancia de 5%,
através do procedimento MIXED do SAS™ (2008). Foram testados os efeitos fixos de dieta e
fitase e a interacdo entre os fatores, bem como o efeito aleatorio de bloco, conforme modelo

estatistico: Y, =u+B, +D;+F +DF, +&, onde, Y, = valor observado no i-ésimo

bloco, no j -ésimo teor de fosforo fitico, no k-ésimo nivel de fitase; x = média geral; B;

efeito de bloco; i =1, 2,..,8; D; = efeito do teor de fosforo fitico; j = alto, baixo; F,

efeito do nivel de fitase; k =0, 500; DF, = efeito da interacdo do teor de fosforo fitico com o

nivel de fitase; ¢, = erro aleatorio associado a cada observagao.

" Merk

8 Zeiss, Scope Al

® Zeiss, Axio Cam ICc 3
10 Image Pro-Plus 4.5
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Peso relativo dos 6rgaos

Na tabela 2 sdo apresentados os resultados do peso relativo dos 6rgédos, aos 22 e 32
dias de idade, onde ndo foi observada interacdo entre os fatores nivel de Pfit e fitase. Contudo,
aos 32 dias de idade houve efeito isolado tanto do teor de Pfit como da fitase. A dieta com
alto teor de Pfit proporcionou maior peso relativo para a moela e a dieta com baixo teor de
Pfit maior peso relativo para o figado dos frangos de corte.

No caso da dieta com um alto teor de Pfit, também € importante considerar o alto teor
de fibra alimentar em funcdo do farelo de trigo, que conforme Mateos et al. (2012) pode
apresentar efeitos sobre o consumo voluntario, tamanho de 6rgdos, motilidade intestinal,
producdo de enzimas, crescimento da microbiota, além de resultar em um maior
desenvolvimento e funcionalidade da moela, 0 que pode ser um indicativo do bom
funcionamento do trato gastrointestinal.

Ao fornecer uma dieta com alto teor de fdsforo fitico, ou seja, com a inclusdo do farelo
de trigo ocorreu diluicdo energética na dieta, sendo necessaria a inclusdo de 6leo para manté-
las isoenergéticas. Segundo Silva et al. (2014) a substituicdo de carboidrato ou proteina por
lipideos, implica na reducdo do incremento calérico da dieta, fazendo com que o figado seja
menos exigido em fungdo do sistema enzimatico menos complexo para digestdo e absorcdo
destas moléculas, justificando assim o menor peso relativo observado no figado.

A presenca da fitase proporcionou maior peso relativo do coracao, entretanto tal fato
ndo foi observado em estudo realizado por Wang et al. (2013), onde a inclusdo de fitase ndo
afetou o peso do coracdo.

O ceco das aves que receberam dietas com fitase teve um menor peso relativo na

presenca de fitase. Han (1997) justifica que a reducdo do peso dos 6rgédos pela suplementacéo
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de enzimas exogenas pode estar relacionada com a eficiéncia da enzima em degradar fatores

antinutricionais.

Digestibilidade dos nutrientes — Coleta total de excretas

Houve interacdo significativa para o nivel de Pfit e fitase na dieta para a EMAN.
Embora a EMAnN formulada tenha sido a mesma, as aves que consumiram dieta a base de
milho e farelo de soja (baixo Pfit), apresentaram EMAnN superior ao valor médio de EMAnN
das dietas que continham farelo de trigo (alto Pfit), independente do uso ou néo de fitase.

No caso de dietas de baixo Pfit (milho e farelo de soja), a fitase elevou o valor de
EMAnN em 63 kcal/kg e quando a dieta continha elevado Pfit (milho + farelo de soja + farelo
de trigo), a suplementacdo de fitase repercutiu em um ligeiro decréscimo de EMAN (-38
kcal/kg). Estas respostas, embora ndo sendo estatisticamente significativas, mostram que a
relacdo substrato — fitase € ainda um tema de pesquisa, faltando mais compreensdo sobre as
caracteristicas do substrato para a otimizacdo da resposta enzimatica.

Kleyn (2013) menciona a que importancia nutricional do Pfit ndo é limitada a
disponibilidade de fosforo, pois com a utilizacdo da fitase € possivel proporcionar beneficios
através de um aporte em outros componentes nutricionais da dieta. Corroborando com tal
informacdo, Selle e Ravindran (2007) ao revisarem diversos trabalhos concluiram que a
inclusdo de 662FTU de fitase por quilograma de dieta, proporcionou a liberagdo de 85kcal de
EMA. No presente estudo, a dieta com baixo teor de Pfit e 500FTU de fitase proporcionou
uma liberacdo de 204 kcal de EMA e 189%kcal de EMAN, em comparacéo a dieta com alto teor
de Pfit e fitase.

Considerando o efeito isolado do nivel de Pfit, todos os pardmetros estudados foram

significativamente inferiores nas dietas com alto teor de Pfit, exceto para o coeficiente de
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digestibilidade aparente total do extrato etéreo, que foi muito superior nas dietas que
continham farelo de trigo (alto Pfit).

Avaliando as dietas (baixo e alto teor de Pfit) e comparando apenas o efeito de fitase
(presenca vs auséncia) ndo foi observada diferenca significativa para as varidveis de
digestibilidade e energia metabolizavel.

Para obter dietas isoenergéticas foi necessario incluir 6leo nas dietas com alto teor de
Pfit (farelo de trigo), o que, além de ser um método préatico para elevar o contetdo energético
e melhorar a conversdo alimentar, reduzir a velocidade de passagem, favorecer a digestdo e
absorcéo (Bertechini, 2013), promover o aumento da palatabilidade das races (Wiseman et

al., 2001) resultou em um melhor CDATEE.

Digestibilidade dos nutrientes — Coleta total de excretas e coleta ileal da digesta

Houve interacdo significativa para os CDAT do célcio, fosforo e sédio. O CDAT do
calcio (CDATCa) e fosforo (CDATP) indicaram que aves que receberam a dieta com baixo
Pfit com e sem fitase apresentaram um coeficiente de digestibilidade superior, quando
comparada as que receberam dietas com alto teor de Pfit com e sem fitase, demonstrando
assim que uma dieta com baixo teor de Pfit, independente da presenca ou ndo da fitase,
proporciona um melhor aproveitamento do calcio e fésforo.

Contudo, analisando a interagdo dentro da dieta, aves que receberam a dieta com baixo
teor de Pfit com fitase apresentaram um CDATCa e CDATP de %6,78% e +4,84%,
respectivamente, superior as que ganharam a dieta com baixo Pfit sem fitase, comprovando
neste caso a eficiéncia da fitase no aproveitamento do calcio e fosforo.

Kornegay (1999) avaliou o efeito da fitase em uma dieta a base de milho e farelo de
soja, ou seja, baixo teor de Pfit, para frangos de corte, e concluiu que a resposta da fitase €

influenciada pelo nivel de fésforo ndo fitico presente na dieta e que a liberacao de fosforo por
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unidade de fitase diminuiu a medida que houve aumento do nivel de fitase na dieta.
Demonstrando assim, a eficiéncia da fitase em dietas com baixo teor de Pfit e que o nivel
dobrado de inclusdo de fitase nem sempre é o mais indicado, pois ocorrerd apenas um
aumento no custo efetivo da racdo, sem proporcionar ganhos aos animais.

Assim como todas as enzimas, a fitase precisa de substrato para atuar (Kleyn, 2013),
no presente estudo optou-se por duas bases nutricionais, uma com baixo acido fitico (milho e
farelo de soja) e outra com alto cido fitico (milho, farelo de soja e 20% de farelo de trigo),
entretanto ndo foi possivel observar eficiéncia da fitase na dieta com alto teor de Pfit.
Possivelmente, porque como salientam Liu et al. (2014) o Pfit presente no trigo € localizado
no aleurona e a natureza fibrosa desta porcdo acaba limitando o acesso da fitase ao seu
substrato, impedindo a degradacéo do Pfit.

Para o CDAT do sadio houve interacdo entre dieta e fitase, onde ao fornecer as aves a
dieta com alto teor de Pfit sem fitase estas apresentaram um melhor CDAT quando
comparada com a dieta com baixo teor de Pfit sem fitase. Assim como, as aves que receberam
a dieta com alto teor de Pfit sem fitase apresentaram um CDATNa maior do que as que
receberam a dieta com alto teor de Pfit com fitase. Segundo Maiorka e Macari (2002), o s6dio
é rapidamente absorvido na porcéo inicial do intestino delgado, contudo, este pode ter uma
constante reabsorcdo nos tabulos renais, sendo que conforme exposto por Selle et al. (2009), o
Pfit e a fitase podem alterar o balanco eletrolitico, pois o Pfit pode diminuir a homeostase
acido-base e comprometer os mecanismos de transporte de Na-dependentes, além da quelagéo
mineral, tais efeitos sendo minimizados pela acéo da fitase (Liu et al., 2008).

Diferentemente, o CDAI do sodio ndo apresentou interacdo entre os fatores fitase e
dieta, contudo, quando avaliado a dieta, em seu efeito principal, aves que receberam a dieta
com alto teor de Pfit apresentaram um menor CDAINa, corroborando com os achados por

Ravindran et al. (2006) que também constataram que aumentando o nivel de Pfit na dieta
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ocorre uma diminuicdo da digestibilidade ileal do sddio. Possivelmente em funcdo de uma
secrecdo endogena deste mineral a nivel de Iimen intestinal, pois pode-se considerar que o
Pfit estimula a secrecdo de bicarbonato de sodio (NaHCOs3) para tamponar o pH intestinal e,
independente deste mecanismo, a fitase tem um efeito “poupador” de Na no intestino delgado
(Ravindran et al., 2008), pois, conforme justificam Cowieson et al. (2009), este aumento do
sodio no lumen intestinal em fungdo da maior ingestdo de Pfit proporciona uma hipersecregédo
de mucina intestinal e gastrica, além do NaHCOg, sendo esta considerada um mecanismo de
protecdo, pois o Pfit complexado a proteina pode ocasionar uma maior secrecdo de pepsina e
acido cloridrico (HCI), tidos como “agressores endogenos”, contudo, a fitase pode neutralizar
este processo.

Nas variaveis CDAT da matéria seca (CDATMS) e mineral (CDATMM) foi
observado efeito isolado da dieta (nivel de Pfit), sendo que aves alimentadas com a dieta com
baixo teor de Pfit apresentaram 0 CDAT superior aquelas da dieta com alto teor de Pfit.

Para o CDAI ndo foi observada interacdo significativa nas variaveis estudadas,
entretanto houve efeito isolado da dieta (teor de Pfit), sendo que aves que receberam a dieta
com baixo teor Pfit apresentaram um CDAI superior para todos os nutrientes, em comparagao
aquelas que receberam a dieta com alto teor de Pfit. Em seu efeito isolado, a inclusdo de fitase
proporcionou um CDAI superior para matéria mineral e fésforo, como era esperado,
principalmente para o fosforo.

A metodologia de avaliagdo dos coeficientes de digestibilidade, a partir do contetido
ileal, tem recebido atengdo nos Ultimos anos principalmente para avaliar a digestibilidade dos
aminoacidos, mas também tem sido considerada uma importante ferramenta para avaliar
fontes de fésforo. No entanto, ainda € preciso estabelecer uma metodologia padréo para ser

utilizada mundialmente, modificando assim a pluralidade de protocolos, que dificultam a
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comparacdo e discussdo dos resultados (Rodehutscord et al., 2012; Rodehutscord, 2013;
Shastak e Rodehutscord, 2013).

Os resultados de digestibilidade de fésforo na coleta total em comparacdo com a ileal
se mostraram diferentes. Esta resposta leva a concluir que no conteudo ileal a fitase atua bem,
mas quando a amostra é do contetdo total ndo, podendo considerar entdo que suplementar
fitase em relacdo a ndo suplementa-la resulta na mesma magnitude de resposta em termos de
digestibilidade total de fésforo da dieta.

Tal fato pode ser resultado da acdo dos microrganismos presentes no ceco, que podem
degradar o Pfit, por isso, Mroz et al. (1994) obtiveram melhores resultados de eficiéncia da
fitase analisando a digesta ileal ao invés da excreta. Ewing e Cole (1994) também salientam
que, em nivel de intestino grosso, é possivel ocorrer degradacdo de alguns compostos que ndo
foram digeridos nem absorvidos no intestino delgado, pois em funcdo do processo de
fermentacao ocorre a producéo natural de enzimas hidroliticas pelas bactérias anaerdbias.

Tais diferencas entre digestibilidade ileal e retencdo de fésforo podem ser em funcéo
da excrecdo de fdsforo junto a urina ou absorcéo e secrecdo de fosforo apds o ileo (Shastak et
al., 2012). Mutucumarana et al. (2014) salientam que estas diferencas podem estar associadas

aos ingredientes utilizados nas dietas.

Coeficientes de correlacdo entre digestibilidade dos nutrientes — coleta total versus coleta
ileal

Na tabela 5 sdo apresentados os coeficientes de correlagdo para a digestibilidade
aparente total e ileal dos nutrientes. A resposta mais interessante esta relacionada com os
coeficientes de digestibilidade aparente do célcio na auséncia de fitase nas dietas. Em ambos
0s casos (alto e baixo Pfit) e na auséncia de fitase, observou-se uma correlacéo significativa,

entretanto, na presenca de fitase esta variavel ndo apresentou correlacdo comparando a fragao
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ileal e total. No caso do nutriente fosforo, observa-se que os coeficientes de digestibilidade
aparente total e aparente ileal, ndo apresentam correlacdo, portanto comparar dados de
digestibilidade ileal e total de fésforo em ensaios que usam fitase pode levar a interpretacdes
erroneas.

Os meétodos testados apresentam resultados diferentes, podendo considerar entdo a
influéncia que alguns componentes dos alimentos exercem na digestdo e absorcdo dos
nutrientes. Além disso, alguns alimentos apresentam a enzima fitase natural da matéria prima,
principalmente os subprodutos do trigo (Adams 2001; van der Klis e Versteegh, 2001; Leeson
e Summers, 2005), e quando incluidos acima de 15%, a fitase do alimento pode ser maior do
que os niveis de fitase comercial adicionados a dieta, e assim influenciar os resultados do
ensaio. Embora, neste caso os niveis de fitase endégeno sejam altos, € questionavel se esta
enzima é funcional para a ave, em virtude do pH do trato gastrointestinal (Leeson e Summers,
2005).

Por outro lado, conforme Adams (2001) deve-se considerar o efeito da fermentacédo
que ocorre no intestino grosso, pois dependendo da manipulacdo da microflora do trato
gastrointestinal esta serd& uma importante estratégia para a nutricdo. Contudo, 0 mesmo
salienta que a avaliacdo da microflora intestinal é dificil devido a diversidade das populacGes
microbianas e uma incapacidade técnica para cultivar bactérias viaveis encontradas no trato

gastrointestinal de um animal.

Morfometria intestinal
Na tabela 6 sdo apresentados os resultados das varidveis altura das vilosidades (um),
profundidade de cripta (um) e a relacéo vilo:cripta do duodeno, jejuno e ileo de frangos de

corte, avaliados aos 32 dias de idade.
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No presente estudo ndo foi observado interacdo significativa entre os fatores
estudados, nem efeito isolado dos mesmos. Contudo, Wu et al. (2004), ao avaliarem a
influéncia da fitase em dietas a base de trigo e niveis adequados de fésforo, constataram que
as vilosidades do duodeno das aves ndo suplementadas com fitase, foram relativamente mais
curtas e engrossadas. Ja a adicdo da fitase proporcionou o aumento da altura das vilosidades
qguando comparado com o tratamento controle, mas ndo influenciou a altura das vilosidades da
porcdo do jejuno e ileo.

A importancia em avaliar as caracteristicas morfoldgicas intestinais, como altura de
vilosidades, é devido a capacidade absortiva da mucosa intestinal, pois quanto maior a altura
do vilo maior é a area do contato dos enterdcitos com o alimento, 0 que aumenta a area de
absorcdo dos nutrientes. Além disso, o adequado e rapido ganho de peso das aves esta
diretamente relacionado com a integridade morfofuncional do sistema digestorio (Gopinger et
al., 2014).

Pode-se concluir que a adi¢do de fitase em dietas com baixo e alto teor de Pfit para
frangos de corte ndo alterou o peso relativo dos 6rgaos, a morfometria intestinal e o CDAI,
mas proporcionou maior EMAN com a dieta baixo teor de Pfit e melhor CDAT do célcio e do

fosforo com a dieta baixo teor de Pfit.
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579  Tabela 1. Composicdo centesimal e nutricional das dietas experimentais para frangos de corte

1-10d 11-21d (Inicial) 22-32d (Crescimento)
Dieta Basal Baixo Pfit" Baixo Pfit Alto Pfit Alto Pfit Baixo Pfit Baixo Pfit  Alto Pfit Sem Alto Pfit
Ingredientes (kg) Pré-Inicial Sem fitase Com fitase Sem fitase Com fitase Sem fitase Com fitase fitase Com fitase

Milho (7,5%) 50,69 63,92 63,92 48,69 48,69 72,42 72,42 52,91 52,91
Farelo Soja (45%) 42,01 30,21 30,21 25,45 25,45 24,66 24,66 20,32 20,32
Farelo Trigo (14%) 0,00 0,00 0,00 20,00 20,00 0,00 0,00 20,00 20,00
Oleo de soja 3,14 0,00 0,00 2,90 2,90 0,00 0,00 4,41 4,41
Caulin 0,00 2,83 2,83 0,06 0,06 0,58 0,58 0,00 0,00
Fosfato bicalcico? 1,80 1,00 1,00 0,76 0,76 0,78 0,78 0,54 0,54
Calcario? 0,97 0,71 0,71 0,83 0,83 0,62 0,62 0,73 0,73
Sal iodado 0,53 0,44 0,44 0,56 0,56 0,35 0,35 0,34 0,34
DL-metionina 0,32 0,22 0,22 0,23 0,23 0,16 0,16 0,18 0,18
L-lisina 0,24 0,32 0,32 0,38 0,38 0,22 0,22 0,28 0,28
Premix vitaminico® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Premix mineral* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
L-treonina 0,11 0,13 0,13 0,17 0,17 0,05 0,05 0,09 0,09
Fitase® 0,00 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00 0,05
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Composigdo nutricional

Energia Metabolizavel (kcal/kg) 2950 2850 2850 2850 2850 3000 3000 3000 3000
Proteina Bruta (%) 22,98 18,59 18,59 18,58 18,58 16,46 16,46 16,37 16,37
Fibra Bruta (%) - 2,70 2,70 4,09 4,09 2,55 2,55 3,89 3,89
Extrato Etéreo (%) - 2,84 2,84 5,78 5,78 3,06 3,06 7,34 7,34
Calcio (%) 0,920 0,601 0,601 0,600 0,600 0,500 0,500 0,500 0,500
Sédio (%) 0,220 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Lisina dig. - 1,100 1,100 1,100 1,100 0,890 0,890 0,900 0,900
Metionina dig. - 0,460 0,460 0,460 0,460 0,370 0,370 0,390 0,390
Fésforo disponivel (%) 0,470 0,300 0,300 0,300 0,300 0,249 0,249 0,250 0,250
Fosforo total (%) 0,734 0,542 0,542 0,622 0,622 0,485 0,485 0,559 0,559
Pfit calculado (%) - 0,242 0,242 0,322 0,322 0,236 0,236 0,309 0,309
Pfit analisado (%)’ - 0,225 0,225 0,335 0,335 0,250 0,250 0,327 0,327
Fitase adicionada - 0 500 0 500 0 500 0 500
Fitase determinada® ° - 0 690 640 1315 135 725 330 1175

580 “Pfit — fosforo fitico; 'Calcio: minimo 210g/kg, maximo 250g/kg; Fosforo: 180g/kg; 2Calcio: minimo 33%; *Niveis de garantia por kg do produto: Vitamina A: 9000000.000 Ul, Vitamina D3: 2500000.00 Ul, Vitamina

581 E: 20000.00 UI, Vitamina K3: 2500.00mg, Vitamina B1: 1500.00mg, Vitamina B2: 6000.00mg, Vitamina B6: 3000.00mg, Vitamina B12: 12000.00mcg, Acido Pantoténico: 12g, Niacina: 259, Acido Félico: 800.00mg,

582 Biotina: 60.00mg, Selénio: 250.00mg. “Niveis de garantia por kg do produto: Cobre: 20g, Ferro: 100g, Manganés: 160g, Cobalto: 2000.00mg, lodo: 2000.00mg, Zinco: 100g. *Natuphos®, 10000 FTU/g; ®Fésforo Fitico

583 calculado = fésforo total — fosforo disponivel; "Niveis obtidos conforme relatério de Enzyme Services and Consultancy — AB Vista; ®Nivel de fitase (FTU/kg de alimento) conforme certificado de Ensaio CBO — Analises

ggé laboratoriais; ® Os niveis esperados normalmente ndo coincidem com os niveis suplementados em fungdo da fitase natural presente na matéria prima, porém assume-se que esta ndo tem atuagdo a nivel de trato
gastrointestinal.

~
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Tabela 2. Peso relativo (%) da moela, coracdo, figado, ceco e Bolsa cloacal, aos 22 e 32 dias de idade para frangos de corte, machos, Cobb 500,
alimentados com dietas com baixo e alto teor de fésforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padrao).
Dieta Fitase (FTU/kg) P-value para o efeito principal e interacdo
Periodo Varidveis’ Pfit 0 500 Ef_eito Princ_ipal Interagdo
Dieta Fitase
Moela ple g%i 8:8; gigi 8:82 03254 0,2001 0,7110
Coracio B’;'itfo 8:2;%8:8? 8:3358;81 08510  0,9436 0,6248
22 dias de idade Figado B’fd'it)fo gggi 882 ggéi 838 03209 0,2513 0,7058
Ceco ple 81358183 8:??;8:8;‘ 00534 0,5026 0,8347
Bolsa cloacal ple &%ig:gi 813828:8% 09389  0,8632 0,8858
A A
Moela é;'itfo 1233-; 8282 A 12(1”;_: 8182 . 00109 01833 0,2903
Coracio é;'itfo 8:2%8:8? i 8:2%28:81 : 0,0540 0,0398 0,4738
32 dias de idade Figado Q'it)‘(’o gggi 382 A %ggj 8(1)3 S 00010 08581 0,3811
Ceco é;'itfo 8:;8i8:82 : 8:238182 i 02109  0,0346 0,1694
Bolsa cloacal e 8:558;8; 8:228183 05198 0,4845 0,6118

!Médias obtidas a partir de oito repeticdes com duas aves por unidade experimental
a Médias seguidas por letras mintsculas distintas na mesma linha diferem pelo teste F (p<0,05).

AB Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).

L)
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Tabela 3. Energia metabolizavel aparente (EMA) e energia metabolizavel aparente corrigida para nitrogénio (EMAnN) base matéria seca,

coeficiente de metabolizabilidade aparente total da energia bruta (CMATEB), coeficiente de digestibilidade aparente total (CDAT) da proteina

bruta (PB) e extrato etéreo (EE) para frangos de corte, machos, Cobb 500 de 28 aos 31 dias de idade alimentados com dietas baixo e alto teor de

fosforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padrao)

Dieta Fitase (FTU/kQ) P-value para o efeito principal e interacdo
Periodo Variaveis Pfit 0 500 Ef_eito Princ_ipal Interagdo
Dieta Fitase

WAk o ST IREETT aam oew o

MGl A ESREED WOMET e o

28 a 31 dias de idade CMATEB (%) ple o gf;’;A s 0 ; 00001 08336 0,0872
CDATPB (%) é:'it)‘(’o :iggi ggj : g’gggi 8;5 : <0,0001  0,8723 0,6548

CDATEE (%) é:'it)‘(’o jiigi ggi ’ fig; 852-,2 ’ <0,0001  0,5836 0,2521

!Médias obtidas a partir de oito repeticGes com 10 aves por unidade experimental

AB Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).

8.



597  Tabela 4. Coeficiente de digestibilidade aparente total e ileal da matéria seca (MS), matéria mineral (MM), célcio (Ca), fosforo (P) e sodio (Na)

598 para frangos de corte, machos Cobb 500 alimentados com dietas com baixo e alto teor de fésforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro

599  padréo)

Dieta Fitase (FTU/kg) P-value para o efeito principal e interacdo
Variaveis Pfit 0 500 Ef_eito Princ_ipal Interagdo
Dieta Fitase

uSeh g TR RN ome ome oo

Coeficiente de MM (%) Igifo igggi 1:22: igggi ijéi 00135 0.3017 0.2865
A X X

o a0 o mEan STSRT own oo oo

09

Na 09

MS (%) L;:itfo sggzi 12?2 s:gz‘“ S:Sgi <0,0001  0,5731 0,2599

Coeficiente de MM (%) Igifo gggi 12411 i: jgjgi igg 2: 00291 0,034 0:5453

oI a0y alo)mmm BT own oen o

idade? P (%) I;:ifo jg:g;i ;;’g > g;;gi ‘1‘:2; - 0,0007  0,0011 0,2145

A 09

600  Médias obtidas a partir de oito repeticdes com 10 aves por unidade experimental

601 2Médias obtidas a partir de oito repeticdes com duas aves por unidade experimental
602 a Médias seguidas por letras mintsculas distintas na mesma linha diferem pelo teste F (p<0,05).

603  AB Médias seguidas por letras maitsculas distintas na mesma coluna diferem pelo teste F (p<0,05).

6.



80

604  Tabela 5. Coeficientes de correlagédo para a digestibilidade aparente total e ileal de nutrientes

605 da dieta de frangos de corte, machos, Cobb 500 alimentados com dietas com baixo e alto teor

606  de fosforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padréo)

Coeficiente de Digestibilidade Aparente (%)

Variavel Pfit  Fitase (FTU/kQ) P-value  Correlagio
Total lleal
Al 0 61,76+1,79 67,78+4,46 0,9260 0,03949
0
) 500 61,19+1,48 69,84+2,51 0,3754 0,36398
Matéria seca
Bai 0 69,58+1,63 75,96+3,56 0,8010 0,10695
aixo
500 70,47+1,80 75,26+2,54 0,8880 -0,05989
Alt 0 10,35+4,74 35,00+5,41 0,0234 0,77651
0
500 10,29+3,99 39,38+4,19 0,9196 0,04292
Matéria mineral
Bai 0 12,85+3,89 39,50+4,34 0,1001 0,62134
aixo
500 16,21+4,93 42,01+£2,92 0,7184 0,15253
Alt 0 39,82+4,82 44,2449 57 0,0280 0,76207
0
calci 500 40,66+3,48 39,88+10,15 0,9974 0,00141
alcio
Bai 0 45,94+2 88 55,81+6,39 0,0484 0,71020
aixo
500 52,73+3,92 55,80+6,31 0,3497 0,38250
Alt 0 32,52+3,39 40,61+7,25 0,9915 0,00455
0
500 29,46+3,89 47,74+13,07 0,8478 -0,08154
Fosforo
Bai 0 40,77+3,92 48,29+6,67 0,7863 0,11496
aixo
500 45,60+3,12 62,69+5,64 0,2406 -0,46938
Alt 0 29,54+5,63 6,58+19,67 0,3483 0,38351
0
Sedi 500 16,93+7,85 21,14+13,42 0,6516 0,19036
odio
Bai 0 22,52+7,63 40,07+11,20 0,3906 0,35331
aixo
500 22,40+5,58 39,64+6,26 0,5314 -0,26161

607  P-value: Niveis descritivos de probabilidade do teste F da analise de variancia a 5%.



608 Tabela 6. Altura das vilosidades (um), profundidade de cripta (um) e relacdo vilo:cripta do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte, machos

609  Cobb 500, aos 32 dias de idade, alimentados com dietas com baixo e alto teor de fésforo fitico (Pfit) com e sem fitase (médiaterro padrao)

- Dieta Fitase (FTU/kg) P-value para o efeito principal e interacédo

Variavels Pfit 0 500 Efieeltg) P”r::Ci'tz?é Interagédo

oo gue, SRR SIS w0 omes  ouem

s gy plo I R0SON g ogm oses
o Gixo  zacseadin  eoizeirgy | O06T0 038 043

owien N0, LSSEEST B0 o o o

ol
o Gexo 110108520  llososogg  O2%0 01080 0809

Duodeno e E%gié%g ﬂ:gfi%gg 03467 0,0671 0,8726

Relacéo vilo:cripta Jejuno I:;i?o 242141;8;1? gggiggé 0,4516 0,9318 0,2914
ileo e ggﬁggg g:igig:gg 03448 0,8875 0,3350

610  Médias obtidas a partir de oito repeticdes com duas aves por unidade experimental
611 P-value: Niveis descritivos de probabilidade do teste F da analise de variancia a 5%.
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6 Consideracdes finais

A inclusao de fitase em dietas com baixo e alto teor de fosforo fitico aumentou
a rigidez 0ssea aos 22 dias de idade, e proporcionou maior teor de calcio sérico em
aves alimentadas com a dieta contendo baixo teor de fosforo fitico aos 32 dias de
idade sem afetar o desempenho, a resisténcia e flexibilidade 6ssea, a deposi¢do
mineral na tibia e no musculo peitoral. Por outro lado, a inclusdo de fitase
proporcionou maior EMAN e melhor CDAT do calcio e do fésforo com a dieta baixo
teor de fosforo fitico sem alterar o peso relativo dos 6rgaos, a morfometria intestinal
e o CDAI.

Neste trabalho além de verificar os efeitos da fitase também buscou-se
comparar diferentes metodologias para determinacdo dos coeficientes de
digestibilidade dos nutrientes. Contudo, os resultados ndo apresentaram correlacao
linear, indicando que trabalhos de pesquisa que usam diferentes metodologias na
determinacdo dos coeficientes de digestibilidade ndo deveriam ser diretamente
comparados entre si.

O presente estudo demonstrou que o método de digestibilidade ileal é valido,
tendo em vista que seus resultados ndo s&o influenciados por fatores como
fermentacdo microbiana no ceco, absorcdo e secrecdo de minerais na porcéo
posterior do ileo, entre outros. Entretanto, alguns pontos devem ser levados em
consideracao, principalmente no que se refere ao nimero de animais necessarios
para uma correta amostragem do conteudo ileal.

Apesar da aceitacdo do conceito de que a acdo da fitase é substrato
dependente, neste projeto os resultados ndo evidenciaram tal fato, indicando que
nao somente 0s aspectos quantitativos de substrato sdo importantes, mas também
0S aspectos qualitativos sédo determinantes.

Portanto, recomenda-se para futuras pesquisas nesta area, considerar a
adequacdo metodologica na determinacdo dos coeficientes de digestibilidade, além
de utilizacdo de alimentos processados adequadamente e com substratos

disponiveis para a atuacao das enzimas.
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