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RESUMO
GRANGHELLI, C. A. Avaliacédo de altas doses de fitase para matrizes pesadas e
seus efeitos sobre a qualidade e o crescimento da progénie. [Evaluation of high
doses of phytase for broiler breeder and their effects on the quality and growth of the
progeny]. 2020. 88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2020

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a influéncia do uso da enzima fitase, em altas
dosagens, em dietas de matrizes de corte sobre a qualidade e o crescimento da
progénie. Foram utilizadas 216 reprodutoras pesadas as quais foram distribuidas em
um delineamento inteiramente casualizado, com trés tratamentos de dezoito repeticbes
de quatro aves cada. As dietas foram isonutritivas, porém foram valorizadas com a
reducado de 0,16% no nivel de célcio e 0,15% do fésforo disponivel e as doses de fitase
utilizadas foram de 500; 1500; 4500 FTU/kg. O periodo experimental foi conduzido de
27 até 50 semanas de idade. A producdo e a qualidade dos ovos foram avaliadas a
cada quatro semanas. Foi coletada uma amostra de gema de ovo fresca de uma
ave/boxe as 35 e 40 semanas de idade das aves. Essas gemas foram usadas para
determinar a concentracdo de inositol, glicerol e minerais. A producdo de ovos (P =
0,06) foi maior em galinhas alimentadas com 1.500 FTU/kg de fitase quando
comparada com aquelas alimentadas com 4.500 FTU / kg de fitase. A inclusao de fitase
a 4.500 FTU/kg reduziu o peso do ovo (P <0,011) e a resisténcia da casca (P <0,025),
em comparacdo com a inclusdo de 500 FTU/ kg. O ciclo de producdo também
influenciou significativamente o peso do ovo (P <0,01), unidade Haugh (P <0,01) e a
resisténcia da casca do ovo (P <0,020). A concentracdo de inositol na gema diminuiu (P
<0,01) e a de glicerol aumentou (P <0,01) com o incremento da dose de fitase de 500
para 4.500 FTU/kg. Em geral, o célcio (Ca), sodio (Na) e potéassio (K) da gema foram
influenciados pela dose de fitase x ciclo de producdo (P <0,01). A concentracao de
fésforo (P) na gema foi maior (P <0,01) em galinhas alimentadas com 4.500 ou 500
FTU/kg de fitase quando comparadas com aquelas que receberam 1.500 FTU/kg de
fitase, independentemente da idade das aves. Com 48 semanas de idade, os ovos
foram coletados e incubados utilizando-se procedimentos padrdo. No dia da ecloséo, a
eclodibilidade dos ovos incubados e a qualidade do pintinho foram determinadas e 18

pintinhos de cada tratamento foram eutanasiados para a coleta do saco vitelino a fim de



se avaliar a concentracdo de inositol, glicerol e minerais. Os demais pintinhos foram
igualmente divididos e distribuidos nos tratamentos experimentais. Assim, 648 aves
foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x
3 (dieta recebida pelas matrizes X niveis de fitase para a progénie) totalizando nove
tratamentos com seis repeticdes de 12 aves cada. Nos tratamentos em que o efeito da
dieta materna sobre a progénie foi avaliado, as aves receberam uma dieta comum,
controle negativo sem a inclusao de fitase, para verificar esses efeitos. Os demais
tratamentos foram a dieta controle, acrescida com doses de 500 ou 1500 FTU/kg. As
caracteristicas estudadas no experimento de progénie foram: o peso corporal, 0
consumo de racdo e a conversao alimentar. O aumento da concentracdo de fitase na
dieta das reprodutoras aumentou linearmente (P <0,05) a mortalidade inicial e diminuiu
linearmente (P <0,05) a mortalidade final e 0 nimero de ovos bicados. A concentragédo
de inositol no saco vitelino elevou-se (quadratico, P <0,05) com o aumento da dose de
fitase na dieta da reprodutora. O ganho de peso, o consumo de racdo e a conversao
alimentar foram influenciados pela dieta das matrizes (P <0,05). Nao houve efeito
subsequente da dieta de frangos de corte sobre o desempenho do dia da eclosdo até
42 dias de idade. A suplementacdo de 1.500 FTU/kg na dieta de galinhas reprodutoras
aumentou a concentracdo de Na, magnésio (Mg), K, manganés (Mn) e zinco (Zn) no
saco vitelino. Em concluséo, o presente estudo encontrou efeito positivo da nutricdo de
matrizes pesadas sobre a producao de ovos total de ovos, assim como a concentracao
de glicerol e minerais na gema de ovos nédo incubados. Em adicional, melhorou a taxa
de crescimento inicial e reduziu a mortalidade embrionaria final. Ademais, altas doses
de fitase aumentaram a concentracdo de inositol do saco da gema e disponibilidade de

minerais.

Palavra-chave: Desempenho. Glicerol. Inositol. Minerais. Qualidade de ovos.



ABSTRACT
GRANGHELLI, C. A. Evaluation of high doses of phytase for broiler breeder and
their effects on quality and growth of the progeny. [Avaliacdo de altas doses de
fitase para matrizes pesadas e seus efeitos sobre a qualidade e o crescimento da
progénie]. 2020. 88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2020.

The objective of this study was to evaluate the influence of the use of phytase enzyme,
in high dosages, in diets of broiler breeders on quality and growth of progeny. A total of
216 broiler breeders were distributed in a completely randomized design, with three
treatments of 18 replicates of four birds each. The diets were isonutritive, however they
were valorized with the reduction of 0.16% in the calcium level and 0.15% of the
available phosphorus levels and the doses of phytase used were 500, 1500, 4500
FTU/kg. The experimental period was conducted from 27 to 50 weeks of age. The egg
production and egg quality were evaluated every four weeks. A sample of fresh egg yolk
was collected from one hen/ pen at 35 and 40 weeks of age. These yolks were used to
determine the concentration of inositol, glycerol and minerals. The egg production (P =
0.06) was greatest in hens fed 1,500 FTU/kg phytase when compared with hens fed
4,500 FTU/kg phytase. The inclusion of phytase at 4,500 FTU/kg reduced egg weight (P
<0.011) and eggshell strength (P <0.025), compared to the inclusion of 500 FTU / kg.
The cycle of production also significantly influenced egg weight (P <0.01), Haugh unit (P
<0.01), eggshell strength (P <0.020). Yolk inositol decreased (P < 0.01) and yolk
glycerol concentration increased (P < 0.01) as phytase dose increased from 500 to
4,500 FTU/kg. In general, yolk calcium (Ca), sodium (Na), and potassium (K) were
influenced by phytase dose x cycle of production (P < 0.01). Phosphorus (P)
concentration in the yolk was highest (P < 0.01) in hens fed 4,500 or 500 FTU/kg
phytase when compared with hens fed 1,500 FTU/kg of phytase, regardless of breeder
age. At 48 weeks of age, eggs were collected and incubated using standard procedures.
On the day of hatching, hatchability and chicks quality were determined and 18 chicks
from each treatment were euthanized to collect the yolk sac to determine the
concentration of inositol, glycerol and minerals. The remaining chicks were equally
divided and distributed in the experimental treatments. Thus, 648 birds were distributed

in a completely randomized design in a 3 X 3 factorial scheme (diets received by the



broiler breeders X levels of phytase for the progeny) totaling nine treatments with six
replicates of 12 birds each. In the treatments in which the effect of the maternal diet on
the progeny was evaluated, the birds received a common diet, negative control no
phytase added, to verify these effects. The other treatments were the control diet,
increased with levels of 500 or 1500 FTU/kg. The characteristics studied in the progeny
trial were: body weight, feed intake, and feed conversion. Increasing phytase
concentration in the breeder hen diet linearly (P < 0.05) increased the number of early
dead and linearly (P < 0.05) decreased the number of late dead and pips. Inositol
concentration in the yolk sac at day of hatch increased (quadratic, P < 0.05) as phytase
dose increased in the breeder hen diet. Body weight, feed intake and feed conversion
ratio were influence by the breeder hen diet (P<0.05). There was no effect of
subsequent broiler chick diet on performance of the day of hatching up to 42 days of
age. The supplementation of 1500 FTU/kg in the breeder hen diet increased the
concentration of Na, magnesium (Mg), K, manganese (Mn) and zinc (Zn) in the yolk sac.
In conclusion, the present study found a positive effect of the nutrition of broiler breeders
on the total egg production of eggs, as well as the concentration of glycerol and minerals
in yolk (non-incubated eggs). In additional, it improved the initial growth rate and
reduced the late dead and pips. Furthermore, higher doses of phytase increased the

concentration of inositol and mineral in yolk sac.

Key words: Performance. Glycerol. Inositol. Minerals. Egg quality.



LISTA DE TABELAS
Tabela 1-Descricdo dos tratamentos experimentais das matrizes de corte .................. 48

Tabela 2-Consumo de racdo de matrizes de corte durante o periodo de 27 a 50
SEMANAS AE IJAUE ... .eeeeeeieiei et e e e e e e e et atb e e e e e e e e eeetana e e e eeeeeennees 49

Tabela 3-Composicao percentual da dieta basal das matrizes de corte ....................... 50

Tabela 4- Influéncia do uso da fitase e do periodo produtivo sobre a producéo e
qualidade de ovos de matrizes de corte durante o periodo 27 a 50 semanas de idade 54

Tabela 5- Inositol, glicerol e concentracdo minerais ha gema de matrizes de corte,
coletadas com 35 e 40 semanas de idade, alimentadas com doses crescentes de fitase

no periodo de 27 a 50 semanas de idade ............cccevvriiiiiiiiii e 58
Tabela 6- Descricdo dos tratamentos experimentais das matrizes de corte ................. 68
Tabela 7- Composicao percentual da dieta basal de matrizes de corte ........................ 69
Tabela 8- Descri¢do dos tratamentos experimentais da progénie............cccceeeveeeeeeennnns 70

Tabela 9- Composicao percentual da dieta basal inicial e crescimento/ final para frangos
(0 L= o 0 1 (= 72

Tabela 10- Influéncia da suplementacao de fitase em dieta de matrizes de corte sobre a
qualidade da progénie e concentracdo de nutrientes no saco vitelinico no dia da ecloséo
...................................................................................................................................... 76

Tabela 11- Influéncia da suplementacdo de fitase na dieta de matrizes de corte e da
progénie e o efeito subsequente sobre o peso corporal e consumo de racdo de frangos
de corte no periodode 1 a42 diasde idade.........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiic e 79

Tabela 12- Influéncia da suplementacdo de fitase na dieta de matrizes de corte e da
progénie e o efeito subsequente sobre a conversédo alimentar em frangos de corte no
periodode 1 a 42 dias de idade ..........cooiiiiiiiiiiiiii e 81

Tabela 13- Influéncia da dieta de matrizes de corte sobre a concentracdo de
macrominerais e microminerais no saco vitelinico no dia do nascimento ..................... 84



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Interacéo fitato com minerais e proteinas

Figura 2- Degradacéao do fitato (mio inositol hexafosfato) pela enzima fitase ...............



LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

%- porcentagem

pl- microlitro

pmol- micromol

Ca- Calcio

Cd- Cadmo

Co- Cobalto

Cu- Cobre

Fe- Ferro

FTU- Unidade de fitase ativa

g- Gramas

GLUT4- transportador de glicose 4
HCL- acido cloridrico

HPLC- high performance liquid chromatography
HU- Unidade haugh

I- lodo

InsP6- fosfato de di-hidrogénio
IP1- monoester de mioinositol
IP2- difostato de mioinositol
IP3- trifosfato de mioinositol
IP4- tetrafosfato de mioinositol
IP5- pentafosfato de mioinositol
IP6- hexafosfato de mioinositol
K- Potassio

Kg- quilograma

Kgf- Quilograma-forca

Mg- Magnésio

mg- miligrama

min- minimo

Mn- Manganés

Na- Sodio

NaHCO3- bicarbonato de sédio
NIRS- near infrared reflectance spectroscopy
nmol- nanomol

°C- graus celsius

P- Fosforo

PIP2- difosfato

ppm- parte por milhdo

Se- Selénio

TGI- trato gastrintestinal

Ul- unidades internacionais
Zn- Zinco



SUMARIO

CAPITULO | 1ottt ettt 17
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt et e ettt s st e e e ste et e steeneesteeneas 18
2. REVISAO DE LITERATURA ...t 20
2.1. Caracteristicas da molécula de &cido fitiCO...........ccevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 21
2.2. Efeitos anti-nutricionais do FitatO...........ccuuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
2.3 ENZIMA FILASE «.ceiiiiiiiiiiieeeeeeee e 26
2.4. Uso de altas dosagens de fitaSe.........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 36
CAPITTULO Tl ettt ettt e s 45
1. INTRODUGAOD ...ttt ettt st et e st et e st e s sae e saeeaeesteeneas 46
2. MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt 48
2.1. Aves, dietas experimentais, delineamento experimental e caracteristicas do
[0 =1 0= T 1SR 48
2.2. Avaliacdo do desempenho produtivo e qualidade de ovOS............ccccevvvveeeeeennnn. 51
2.3. ANAIISE EStatiStICA ...evvvvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 51
3. RESULTADOS E DISCUSSAOD .....ocoiiiieieiiiiesiee ettt 52
A, CONCLUSAOD ..ottt ettt es et 59
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 60
CAPTTULO ottt 64
1. INTRODUGAO ...ttt et te e aeeaeeane s 65
2. MATERIAIS E METODOS .......ooiitiiiieie ettt sttt 66
0 B = =T o] f0To (V) (0] = PP 66
2.1.1. Aves, dietas e delineamento experimental...........cc.ccooooiiiiiiiiii i, 67
2.2. PTOQENIE ..o 70
2.2.1. Aves, instalacOes, dietas e delineamento experimental ..................cceevveeenne 70
2.2.2. Caracteristicas analiSA0AS .............uuuuuuruuuuuriiiiiiiiiiiiiei . 73
3. ANAIISE EStALISHCA .....ceeviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 74
4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ...t 74
5. CONCLUSOES ...ttt sttt 85

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICA ..ot 86



CAPITULO |

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE FITATO COMO FATOR ANTINUTRICIONAL,
FITASE E SEU USO EM SUPERDOSAGENS EM DIETA DE AVES.



18

1. INTRODUCAO

O principal objetivo de uma granja de matrizes é produzir o maior namero
possivel de ovos com qualidade suficiente para maximizar a eclosdo (ARAUJO et al.,
2019) e garantir a progénie a capacidade para enfrentar os desafios iniciais e atingir os
alvos de desempenho. O melhoramento genético de matrizes tem ocorrido em fungéo
da necessidade de se atender ao mercado, ou seja, a producdo de pintinhos que
possam responder a producédo de uma ave de alto rendimento (RENEMA et al., 2007).
Desta forma, a nutricdo assume um papel fundamental na fertilidade e eclodibilidade
dos ovos (VAN EMOUS et al., 2015).

As reprodutoras apresentam a capacidade de transferir os nutrientes ingeridos
por meio da dieta para o embrido (EMAMVERDI et al., 2019). De acordo com Kenny et
al. (2004), o desenvolvimento do embrido e também do pintinho, depende diretamente
dos nutrientes depositados no ovo e o seu status fisioldgico é influenciado pela nutricao
da matriz. Estudos prévios demonstraram que a suplementacdo com macronutrientes
(proteina, fonte de proteina, energia, gordura), minerais (Ca, P, Zn, Mn, Se, Mg, |) e
vitaminas (A, Complexo B, E, D , K) pode desempenhar um papel fundamental no
desempenho da progénie subsequente quando estes nutrientes sao suplementados
adequadamente na dieta das matrizes (KIDD., 2003; CALINI; SIRRI., 2007).

A busca do equilibrio entre nutricdo e caracteristicas reprodutivas € um desafio
constante enfrentado pelos nutricionistas, que se esforcam na busca de alternativas
gue possibilitem a formulacdo de racées mais eficientes e econbmicas, uma vez que a
alimentacao representa cerca de 70% a 80% do custo de producdo de aves comerciais.
Dessa forma, o melhoramento na eficiéncia da utilizacdo de matérias-primas e o uso de
uma ampla variedade de ingredientes, atualmente considerados de qualidade inferior,
possivelmente produzirdo os maiores avanc¢os na alimentacdo animal. A melhoria na
digestibilidade dos nutrientes tem sido uma ferramenta importante utlizada nos
programas de formulacdo de racdes de modo a permitir condicbes favoraveis para a
maxima expressdo do potencial genético das aves, sem que haja elevagdo nos custos

de producdo (ARAUJO et al., 2007). Um método promissor para alcancar essas metas
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e que tem recebido grande atencdo nos ultimos anos é 0 uso de enzimas exdgenas
como aditivos.

As enzimas sao proteinas com papel muito especifico nas reagdes bioquimicas
e se encontram entre as mais notaveis macromoléculas conhecidas em decorréncia da
sua extraordinaria especificidade e do seu poder catalitico. Sob o ponto de vista da
nutricdo de monogastricos, a viabilidade técnica das enzimas € um marco importante.
Neste contexto, pode-se enfatizar o uso da fitase que permite melhor aproveitamento
de nutrientes, como o P, os aminoacidos e a energia dos ingredientes vegetais
utilizados na alimentacédo de aves (VIANA et al., 2009). Além disso, pode-se deduzir
que a fitase, ao aumentar a biodisponibilidade do P pela hidrolise do é&cido fitico,
aumenta também a biodisponibilidade de outros minerais ali complexados além de
reduzir o impacto ambiental (RAVINDRAN et al., 2006).

A enzima fitase, é estudada e utilizada na formulacdo de racBes para
monogastricos com o intuito de disponibilizar nutrientes complexados na molécula de
fitato presente nos ingredientes de origem vegetal (DARI, 2004). Pelo fato da fitase
enddgena apresentar baixa atividade no trato digestério das aves, a suplementacéo da
dieta com fontes microbianas desta enzima tem se mostrado um meétodo eficaz
(FUKAYAMA et al., 2006). O P fitico, torna-se um fator antinutricional por complexar-se
a anions, cations, proteinas e aminoacidos impedindo que o P seja devidamente
aproveitado.

Além disto, os problemas ambientais relacionados a utilizacdo da cama de aves
tém movido a indastria avicola a rever suas estratégias de manejo do P. A forma mais
comum de utilizacdo da cama pelos produtores € a adubacdo de solos proximos ao
aviario. No entanto, quando os nutrientes contidos na cama sao superiores a
capacidade de incorporacdo pelas culturas em crescimento, surge, entdo, um Seério
problema ambiental. Devido ao fato de haver poucas alternativas de aplicagdo da cama
aviaria ao solo, métodos para diminuicdo de producdo e reducdo de nutrientes na
excreta tém sido explorados (PERSIA et al., 2006). Neste contexto, a fitase tornou-se
aliada da industria avicola ja que uma vez que a enzima atua quebrando as moléculas
de fitato, ocorre a diminuicdo do impacto ambiental produzido pelo excesso de P que

seria excretado em virtude do seu ndo aproveitamento (BESS et al., 2006). O uso desta
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enzima é, também, importante como forma de economizar as reservas brasileiras de P
(CASARTELI et al., 2003).

No que se refere ao desempenho, esta clara a resposta positiva quando da
suplementacao da fitase tanto para frangos como para poedeiras. A literatura € rica em
informacGes sobre a utilizacdo da fitase para estas categorias de aves mostrando
resultados bastante favoraveis de melhoria do desempenho e reducédo da excrecdo de
potenciais nutrientes poluentes ao meio ambiente (CONTE et al., 2003; KESHAVARZ.,
2003; DILGER et al., 2004; SNOW et al., 2004; WALK; OLUKOSI., 2019; WALK; RAO,
2020). No entanto, pouca informacédo ha para reprodutoras pesadas. Desta maneira, 0
estudo dos possiveis efeitos da adicdo de fitase na dieta das matrizes pesadas, em
especial em altas dosagens com o intuito de maximizar a hidrélise da molécula de fitato,
torna-se bastante pertinente e necessario.

Um trabalho na literatura relata os efeitos da adicdo de fitase em dietas com
niveis marginais de P disponivel para matrizes de corte, em que a suplementacdo da
enzima aumentou em 9,8% a producéo total de ovos quando comparado com dietas
contendo baixo nivel de P sem fitase adicionada (BERRY et al., 2003). Contudo,
estudos envolvendo o efeito da suplementacdo de fitase nos pintainhos pos-ecloséo
sao pouco descritos na literatura.

Diante do exposto, nota-se que existe a necessidade de mais informac6es na
literatura demonstrando como a suplementacdo de uma enzima exdgena na dieta de
matrizes pode impactar o desempenho e a qualidade pintinho. Sendo assim, a proposta
do presente estudo foi a de avaliar o impacto da suplementacdo de superdoses de
fitase em dietas de reprodutoras pesadas sobre o seu desempenho, qualidade de ovos,
concentracdo de minerais, inositol e glicerol em gema fresca e o efeito da
suplementacdo da dieta da maternal sobre a qualidade e desempenho do pintinho e

concentracdo de minerais, inositol e glicerol no saco vitelinico.

2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1. Caracteristicas da molécula de acido fitico

O 4cido fitico ou hexafosfato de mioinositol € um complexo organico presente
nos graos de cereais, leguminosas, oleaginosas e quando encontrado em forma de sal
€ chamado de fitato (CONSUEGRO, 1999).

O fitato esta naturalmente presente na dieta das aves, pois as racfes contém
ingredientes vegetais, destacando-se o milho e o farelo de soja como 0s mais comuns.
Formado por uma mistura de sais de acido fitico (hexafosfato de mioinositol, IP6), tem
peso molecular de 660, uma concentracdo de P de 282 g/kg que consiste em seis
grupos fosfatos ligados a um anel de carbono (CsH18024Ps) (BEDFORD; PARTRIDGE,
2010).

A estrutura quimica do fitato € formada por uma molécula polianiénica (Figura 1).
Na sua maioria é encontrado complexado a minerais de carga positiva como: Ca?*,
cobre (Cu?*), Ferro (Fe?*), Mg?* e Zn?* e, também, a aminoacidos e esta capacidade
torna-se fator antinutricional para o animal, de tal modo que, esses nutrientes ficam
indigestiveis (SWICK; IVES, 1992).

Nos ruminantes as moléculas de fitato podem ser decompostas por bactérias
durante o processo de fermentacdo no rumen, sendo o P liberado e absorvido pelos
animais (SANTOS, 2012). Por sua vez, animais ndo ruminantes, possuem quantidades

insuficientes de enzima que degradam o acido fitico (SILVA et al., 2008).
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Figura 1- Interacédo fitato com minerais e proteinas
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Fonte: Adaptado de: IUPAC (Nomenclature Commitee of the International Union of Biochemistry. Journal

biochestry. Numbering of atoms in myo-inositol: recommendations 1988, p.1).

O fitato tem como principal funcéo fisiol6gica nos vegetais 0 armazenamento de
nutrientes, em especial P utilizado como futura fonte para o crescimento da planta apos
germinacdo (FERREIRA et al., 2015). Quando as condicbfes sdo ideais para a
germinagao, as sementes das plantas iniciam crescimento e liberam o P armazenado
através de enzimas enddgenas especificas, como fitase ou exposi¢cdo a certos acidos.
O fitato entdo € decomposto e o P armazenado € transportado para a geracao de ATP
e auxiliando no transporte de nutrientes nas células das plantas (WODZINSKI; ULLAH
1996).

Existe variacdo na quantidade de fitato em funcdo da espécie, da idade e do
estagio de maturacao, cultivar, clima, disponibilidade de 4gua, grau de processamento

e quantidade de P no solo, o qual a planta absorve e armazena complexando- o com a
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molécula de inositol para formar o acido fitico (ASADA & KASAI, 1962). Ha também
uma variacdo em relacdo a localizacéo dos fitatos nos graos de cereais e leguminosas.
Nos graos de milho, esta localizado em maior abundancia no gérmen. Nos gréos de
soja, é encontrado ligado aos compostos proteicos. J& no trigo e na cevada, o fitato se
acumula nas camadas externas denominadas aleurona que sdo ricas em proteinas
(WYATT et al., 2004).

Para determinar o fitato na matéria prima, existem diversas metodologias
disponiveis, tais como a precipitacdo pelo cloreto férrico, HPLC (high-performance liquid
chromatography) e metodologias enzimaticas, as quais, devido aos altos custos, podem
se tornar inviaveis. Além desses métodos, € possivel realizar avaliacdo por NIRS (Near
Infrared Reflectance Spectroscopy) (DE BOEVER et al., 1994; SMITH et al., 2001).

2.2. Efeitos anti-nutricionais do Fitato

O P é um importante mineral estrutural presente nos componentes fosfatados
das membranas celulares e participa nos processos fisiologicos enzimaticos, na
absorcdo de nutrientes, na mineralizacao 6ssea além de ser um dos minerais que mais
onera nos custos das racdes das aves, sendo gque sua suplementacdo na dieta € feita
na forma inorganica. No entanto, a base das dietas de aves comerciais € constituida
por alimentos de origem vegetal e aproximadamente 66% do P esta disponivel sob a
forma de acido fitico ou fitato (mio-inositol hexafosfato) (SELLE et al., 2007; LELIS et
al., 2010).

Naturalmente, o fitato € quimicamente polianidnico, o que permite que ele atue
como uma estratégia de armazenamento de nutrientes para sementes de plantas. Essa
natureza quimica faz com que a molécula quelate facilmente com cations di- e
trivalentes, atuando como “armadilha de nutrientes”. Com a atracdo de se ligar a
cations, o fitato aumentou interacbes com 0s minerais, proteinas e carboidratos
encontrados nas dietas das aves. As interacfes dessas moléculas levam a formacgéo de

grandes moléculas que prolongam os processos de quebra e digestdo. Esses
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compostos sdo conhecidos como binarios (fitato-proteina) ou ternario (fitato-mineral-
proteina) (SELLE et al., 2000). Dependendo do estado do composto binario ou ternario,
eles podem passar pelo trato gastrintestinal (TGI) significativamente n&o digerido,
diminuindo o aproveitamento dos nutrientes que poderiam ter sido absorvidos e
utilizados para o crescimento (COWIESON et al., 2006).

Os nutrientes sdo expostos a uma variedade de niveis de pH a medida que
passam pelo trato gastrintestinal (TGI) das aves. Segundo Santos (2012) a solubilidade
do fitato e afinidade aos cations da dieta muda em diferentes niveis de pH, podendo
estar relacionado com a constante de dissociacdo da molécula (pKa), o que significa
gue concentracdes baixas de pH o fitato estara levemente carregado negativamente e
em um pH neutro/alcalino ele ficard fortemente carregado negativamente. Em se
tratando de uma situagédo em que o pH for baixo, como ocorre no ambito estomacal, o
fitato formara ligacdes eletrostaticas com aminoacidos como arginina, lisina e histidina
resultando em complexos insoluveis.

O fitato tem a capacidade de se ligar a proteases enddgenas, como tripsina e
quimotripsina. Com essas enzimas proteoliticas ligadas ao fitato, ocorre reducdo da
interacdo com nutrientes, diminuindo a digestdo de proteinas, em comparacdo com
dietas em que o fitato € hidrolisado por acdo enzimatica liberando as ligacbes com
essas enzimas proteoliticas (ANDERSON 1985). O fitato também esté relacionado com
a diminuicdo de outras enzimas proteoliticas, como pepsina, tripsina e outras amino
peptidases localizadas no intestino delgado (LIU et al., 2014). O fato destas proteinas
estarem ligadas ao fitato, pode potencialmente diminuir a digestibilidade dos
aminoacidos em 3 - 20% (COWIESON et al., 2006). Alguns estudos apontaram que que
aminoacidos essenciais como histidina, lisina e arginina tém uma maior afinidade para
se ligar ao fitato (COSGROVE, 1966; REDDY et al., 1982). Desta maneira, ha reducéo
da digestibilidade das proteinas, exigindo maior gasto de nutrientes com a manutencao
do que com o crescimento em aves (NAMKUNG; LEESON, 1999).

Quando o fitato encontra-se em um meio com niveis mais elevados de pH, a
molécula pode se ligar quimicamente a minerais, isso se torna um problema, ja que os

minerais sdo mais solUveis nestas condi¢cdes. Quando os minerais formam complexos
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com fitato, estas moléculas tornam-se insollveis e pode ocorrer reducdo na
digestibilidade destes nutrientes (SEBASTIAN et al., 1997).

O Ca tem sido bem estudado em relacdo ao fitato devido a sua dependéncia e
relacdo com P. Nelson (1967) descobriu que o fitato pode inibir a absor¢éo de Ca ja que
€ influenciada pela quantidade de P absorvido. Dependendo do pH, das relacdes
intestinal e molar, o fitato tem a capacidade de ligar até a cinco atomos de Ca. Com o
fitato ligado a P e Ca, ocorre reducédo da capacidade da ave em absorver quantidades
adequadas de ambos os nutrientes para o crescimento e desenvolvimento, reduzindo
assim a sua eficiéncia produtiva (LIU et al., 2014).

A hidrolise do fitato esta ligada a quantidade de Ca presente na dieta. H& uma
reducdo linear na degradacdo do fitato ileal P e nos niveis de Ca, quando a
suplementacdo de Ca é aumentada de 4,7 para 11,6 g / kg nas dietas de frangos de
corte (PLUMSTEAD et al., 2008).

O fitato pode impactar a digestibilidade do Zn. Aves alimentadas com uma fonte
inorganica de Zn, apresentaram digestibilidade reduzida devido a formacdo de
complexos com fitato, em comparacdo, as aves alimentadas com um complexo
organico de Zn-metionina, ja que o Zn estava ligado a um aminoacido tornando-se
indisponivel para se juntar ao complexo fitato-Ca (WEDEKIND; HORTIN, 1992).

O fitato pode diminuir a digestdo de carboidratos devido sua ligacdo a enzimas,
como amilase. A digestao reduzida de carboidratos pode estar relacionada ao fato de
que o fitato pode bloquear competitivamente os locais de fixacédo de certas enzimas que
guebram os acucares (RAVINDRAN et al.,, 2001). Ademais, o complexo fitato-Ca
também pode se ligar a acidos graxos devido a natureza divalente do Ca, aumentando
a ocorréncia sabdes lipidicos e reducédo da energia disponivel, pois os lipidios sédo a
principal fonte de energia (RAVINDRAN et al., 2001).

A ligacdo de nutrientes como proteinas e carboidratos ao fitato aumenta a
ocorréncia de perdas enddégenas. Os complexos proteina-fitato formados no estbmago
causam secrecdes gastricas adicionais de pepsina e acido cloridrico (HCI) como
compensacao em resposta a proteina intacta no intestino delgado (AUGSPURGER;
BAKER, 2004). Esta situacdo pode reduzir o pH do quimo, que ao seguir para o

intestino delgado, podera ocasionar danos na mucosa. Consequentemente, havera
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aumento da producdo de mucinas protetoras, elevando-se 0 gasto energético
dispendido na secrecéo e perda de aminoacidos devido a baixa digestibilidade do fitato,
incrementando as perdas enddgenas das aves. Juntamente com a elevacdo da
producdo de mucina, ocorre elevacdo dos niveis de bicarbonato de sddio (NaHCO3)
para tamponar a acidez do quimo causada pelo excesso HCI. Desta maneira, a ave
aumentara a ingestdo de Na para atender o aumento da producdo de NaHCOS3, além
disso com a deplecdo dos niveis de Na, ocorre a reducdo da atividade de transportes
de nutrientes que dependem da bomba NA-K-ATPase, como peptideos e glicose
(SELLE; RAVINDRAN, 2007).

2.3. Enzima fitase

A incorporacdo das enzimas exogenas nha alimentacdo animal se deve ao
potencial que as mesmas possuem de melhorar a digestdo e absor¢cdo de nutrientes e
reduzir os efeitos antinutricionais certos componentes da racdo (LESSON, 1999),
principalmente quando utilizados ingredientes alternativos. Além disso, as técnicas de
biologia molecular tornaram o seu uso viavel, do ponto de vista econémico, com isso
sua utilizacdo nas dietas de aves tem sido considerada uma alternativa na reducéo de
custos e aumento na eficiéncia de produgéo.

As enzimas endogenas sdo proteinas que catalisam reacdes quimicas nos
sistemas bioldgicos, ou seja, participam da sintese e degradacdo do metabolismo
animal, sem serem elas proprias alteradas nesse processo (CHAMPE, 1989). J4 as
enzimas exdgenas atuam da mesma forma que as endogenas, apresentando um sitio
ativo com capacidade de atuar sobre um substrato especifico e hidrolisando-o, sob
condicdes favoraveis de temperatura, umidade e pH (PENZ Jr, 1998).

A enzima fitase (mioinositol hexafosfato fosfohidrolase) € uma fosfatase
amplamente estudada e utilizada na formulacdo de ragdes para monogastricos com o
intuito de disponibilizar nutrientes complexados na molécula de fitato presente nos

ingredientes de origem vegetal (DARI, 2004). Sua atividade é expressa por numero
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unidade de fitase ativa (FTU, ou simplesmente U), definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar um pmol de P inorganico por minuto em condi¢cfes de
temperatura de 37° C; pH 55 em substrato de Na (FUKAYAMA et al.,, 2008;
SAKOMURA, 2014).

Primariamente a enzima fitase foi estudada e utilizada no intuito de hidrolisar o
fitato e liberar o P, melhorando a disponibilidade para o animal e reduzindo os impactos
negativos da excre¢do de P inorganico para o meio ambiente (KESHAVARZ et al.,
2004; RAVINDRAN et al., 2006). De acordo com Choct (2006) a fitase exdgena permite
aumentar entre 25 a 70% a disponibilidade do P proveniente do fitato. No entanto, outro
importante enfoque do uso da enzima esta relacionado com a capacidade da reducao
dos efeitos antinutricionais do fitato.

As aves possuem fitases enddgenas com baixa atividade no trato digestério e a
suplementacdo exogena destas enzimas tém se mostrado um método eficaz
(BEDFORD; PARTRIDGE, 2010). A fitase usada para suplementacao na dieta pode ser
obtida de diferentes fontes, sendo vegetal, bacteriana ou fungica (FIREMAN; FIRIMAN,
1998). A vegetal, € comumente extraida do trigo e seus subprodutos, devido ao seu alto
teor de fitase, mais de 10.000 FTU/kg (LEESON; SUMMERS, 2008). Contudo a fitase
intrinseca as plantas possuem baixa capacidade de atuacdo, é termolabil e inativada
em pH acido, sendo seu emprego em dietas de monogastricos questionavel
(KONIETZNY; GREINER, 2002). Ja as de origem microbiana, podem ser produzidas
por fungos (Saccharomyces cerevisiae, género Aspergillus, em especial Aspergillus
niger e Aspergillus ficcum), bactérias (Pseudomonas, Bacillus subtilus, Escherichia coli)
(SEBASTIAN et al.,1998). A fitase de origem microbiana € a mais utilizada na
alimentacdo de monogastricos, devido ao fato ter um amplo espectro de atuacdo, em
faixas de pH entre trés e sete, e por ser termoestavel até a temperatura de 60°C
(FIREMAN; FIREMAN, 1998).

O mecanismo de acdo das fitases baseia-se na quebra sequencial e remocéo
dos fosfatos e acido fitico a partir do hexafosfato de mio inositol (IP6), penta- (IP5),
tetra- (IP4), tri- (IP3), di- (IP2) e monoester de inositol em ordem decrescente. Assim,

em situacdo ideal, a desfosforilagdo completa do fitato, disponibilizara o mioinositol,
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além de fosfato, aminoacidos, macrominerais e microminerais antes indisponiveis
(DERSJANT-LI et al., 2015).

Algumas fitases iniciam o rompimento no grupo fosfato ligado ao carbono-6 (C6)
do anel do inositol enquanto outras comeg¢am o processo pelo carbono-3 (C3). Portanto,
as fitases podem ser divididas em duas categorias de enzimas, de acordo com o local
onde é iniciada a hidrdlise da molécula de fitato: 3-fitase e 6-fitase, ou seja, iniciam a
hidrélise do anel de mio-inositol hexafosfato nas posicbes 3 e 6, respectivamente
(PALLAUF & RIMBACH, 1995). Em um estudo feito comparando 3-fitase e 6-fitase em
dietas de frangos de corte, os autores concluiram que ambas produziram efeito
semelhante em relacédo a mineralizacdo 6ssea (PAYNE et al., 2005).

As diferentes categorias de fitase podem ser influenciadas por diversos fatores
incluindo niveis O6timos de pH, estabilidade térmica, propriedades cataliticas,
concentracfes de Ca, P, relacdo Ca: P disponivel, vitamina D (SILVERSIDES et al.,
2004), resisténcia a protease enddgena e afinidade ao substrato fitato (DERSJANT-LI
et al.,, 2015). Levando em consideracao todos os fatores, € de se supor que as
diferentes fitases tenham liberacbes de P e de outros nutrientes de formas distintas.
Tem sido sugerido que as novas geracdes de fitases bacterianas possuem afinidade
especifica aos diferentes ésteres de fitato (IP6 e IP5) e possuem maior resisténcia a
digestdo proteolitica do que a fitase fungica, que pode em parte, explicar a sua maior
eficacia (DERSJANT-LI et al., 2014).

Os estudos mostrando os beneficios do uso da fitase iniciaram na década de 60.
Nelson et al. (1968) foram os primeiros a adicionar fitase produzida por uma cultura de
Aspergillus ficuum em dietas de frangos de corte, obtendo um aumento linear no ganho
de peso e conteudo de cinzas 0sseas, concluindo que as aves conseguiram utilizar o P
do fitato bem como o P inorganico. Porém, seu uso sé atingiu a escala comercial no
final da década de 80, reduzindo seu custo e tornando vidvel sua utilizacdo nas dietas
de monogastricos (CONTE et. al, 2002).

Apesar da intensa utilizacdo das fitases, ha ainda grande discussao sobre a
efetividade do produto, ja que em algumas situacdes ndo ha beneficios quanto ao seu

uso e os resultados sao inconsistente, que pode ser causado por fatores como
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valorizacdo nutricional incorreta da enzima e, principalmente, pela qualidade e
composicao dos ingredientes utilizados na dieta (BAO et al., 2013).

Quando usada na forma adequada, a fitase oferece beneficios econémicos por
disponibilizar nutrientes ao animal. Neste sentindo, tem-se o fésforo que normalmente é
suplementado utilizando-se o fosfato bicalcico, que tem um custo elevado,
representando de 2,5 a 3,0 % do custo total de uma racdo (BORGES, 1997). O P
representa o terceiro maior custo nas ra¢gfes das aves, ficando atrds apenas da
proteina e energia metabolizavel (TEICHMANN et al., 1998). Além disso, ele € um
mineral ndo renovavel na natureza e, em longo prazo, suas fontes inorganicas podem
se esgotar devido ao uso intenso na producdo agropecuaria (PENZ Jr., 1998). Estudos
com frango de corte e poedeiras comerciais mostram o efeito econémico de fitases
exdgenas na disponibilizacdo de P, quando utilizado 500 FTU/kg e 600 FTU/Kg,
respectivamente, alcancando uma reducdo de 30 % de fosfato bicélcico na racao
(PLUMSTEAD, 2008; WALK et al., 2013).

Além do P estar relacionado como importante fator econdmico nas ragées, outro
fato a ser considerado € sua relacdo com problemas ambientais. Com a adicdo de
fosfato inorganico nas dietas, uma grande quantidade de P consumido € eliminada nas
excretas, podendo contaminar o solo e a 4gua, quando 0s mesmos séao utilizados como
adubo, em especial em regides de alta producdo de aves e suinos (CARLOS &
EDWARDS, 1998). Assim, a adicdo da enzima fitase proporcionara a reducéo do nivel
de P total na racéo, diminuindo a sua excrecéo e, consequentemente, a minimizando a
poluicdo ambiental (COSTA et al., 2004).

Muitas pesquisas tém mostrado a eficacia da fitase microbiana em dietas com
valorizac&o dos niveis de P disponivel, reduzindo os requerimentos de P inorganico e a
sua excrecado em frangos de corte (BROZ et al., 1994; CONTE et al., 2003; DILGER et
al., 2004; SNOW et al., 2004) e poedeiras (CARLOS; EDWARDS, 1998; BOLING et al.,
2000; JALAL; SCHEIDELER, 2001; KESHAVARZ, 2003).

Um estudo realizado para comparar os efeitos de diferentes inclusdes de fitase
(250 FTU/kg; 500 FTU/Kg; 2.500 FTU/kg de racdo na dieta), com baixas concentracdes
de P disponivel (28 g/kg na fase inicial e 23 g/kg na fase de crescimento), mostrou que

a ingestdo de racdo e o ganho de peso aumentaram de modo linear em resposta a
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dose de fitase quando comparados aos frangos alimentados com a baixa quantidade de
P na dieta sem suplementacédo de fitase. Sendo, aves alimentadas com 2.500 FTU/kg
de ragao tiveram 6,6% maior ganho de peso e 2,4% maior conversao alimentar quando
comparados aos frangos alimentados com 500 FTU/kg de racédo (PIRGOZLIEV et al.,
2009).

Denbow et al. (1995) trabalharam com 400, 800, 1.200 FTU/Kg em dietas para
frangos contendo 0,20; 0,27 ou 0,34% de P néo fitico. Foi observado aumento no ganho
de peso e no consumo de racdo em todos os niveis de P disponivel, mas a maxima
resposta foi obtida com a dieta que continha 0,20% de P n&o fitico.

Segundo Donato et al, (2011) melhorias no ganho de peso e no consumo de
ragdo de frangos suplementados com 1.200 FTU/kg de fitase e com 30% de redugao
nos niveis de Ca e P disponivel e niveis minimos de proteina bruta (18,5%). Porém,
nenhum resultado foi observado para a conversao alimentar.

BOLING et al. (2000) ndo encontraram diferencas significativas na producéo de
ovos de poedeiras de 20 a 60 semanas de idade alimentadas com dietas contendo
0,10% de P disponivel e 300 FTU de fitase/kg de racdo, quando comparadas com aves
gue foram alimentadas com dieta controle contendo 0,45% de P disponivel e sem
suplementacdo de fitase. Efeito positivo da adicdo de 300 FTU de fitase/kg de racdo
contendo 0,10% de P disponivel também foi observado por BERRY et al. (2003), em
um estudo com matrizes de frango de corte com idade de 27 a 60 semanas de idade. A
adicdo de 300 FTU de fitase/kg em dieta com 0,10% de P disponivel promoveu um
aumento de 8,9% na producdo de ovos em relacdo a dieta com o mesmo nivel de P
disponivel e sem adicdo da enzima. Além disso, a suplementacdo de fitase
proporcionou queda na mortalidade dos ovos embrionados, porém, nao influenciou no
peso dos ovos.

KESHAVARZ (2003), avaliando a qualidade dos ovos de quatro diferentes
linhagens de poedeiras comerciais consumindo dietas com diferentes niveis de P
disponivel (0,45; 0,25; 0,20; 0,15 e 0,10%) e suplementadas com 150 e 300 FTU de
fitase/kg de racdo, verificaram que mesmo no nivel de 0,10% de P disponivel nédo
ocorreu diferenca significativa na gravidade especifica em relagdo a dieta controle

(0,45% de P disponivel). Por outro lado, os autores observaram melhora na gravidade
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especifica quando utilizou o nivel de 0,20% de P disponivel independentemente do
nivel de fitase e da linhagem estudada.

A suplementacgéo da fitase também pode melhorar a concentracdo de minerais
na gema. Soto-Salanova e Santos (2013) avaliaram em poedeiras de 26 semanas de
idade, dietas com 0,30% ou 0,10% P disponivel e inclusdo de 300 FTU/Kg e 1500
FTU/Kg de fitase. Foi observada maior concentracédo de Ca, P, Zn e Fe na gema, nas

aves suplementadas com 1500 FTU/Kg na dieta.

2.4. Uso de altas dosagens de fitase

As fitases podem ser utilizadas como estratégia nutricional para reduzir a
inclusdo de alguns ingredientes, diminuir o custo da formulacdo de racdo, a excrecao
de nutrientes ao ambiente e melhora a disponibilidade de P fitico. Esta enzima é
utilizada na industria avicola had décadas como ferramenta para 0s nutricionistas
visando melhora no aproveitamento do P, porém os efeitos extra fosféricos sdo cada
vez mais evidentes e desejados (SELLE et al., 2009; VIVEROS et al., 2002).

Em relacdo as caracteristicas do fitato, houve uma maior compreensdo dos
efeitos dos fatores antinutricionais, apontando sua interacdo com outras substancias
como minerais, amido e proteinas podendo reduzir ou mesmo indisponibilizar estes
nutrientes aos animais, além de aumentar as perdas enddgenas devido a elevacao no
turnover dos enterécitos e da secrecdo de mucinas, ocorrendo um aumento no
catabolismo e do requerimento energético (ANGEL et al., 2002; KONIETZNY ET AL.,
2002; COWIESON et al., 2004; COWIESON et al, 2006; SELLE et al., 2007; SANTOS
et al., 2012).

Em doses usuais, a fitase ndo consegue hidrolisar completamente o fitato
presente na racdo de maneira eficiente. Desta maneira, surgiu o conceito de utilizagao
de altas doses de fitase com o intuito de maximizar a hidrélise da molécula de fitato.
Este fato proporcionou ganhos adicionais no desempenho das aves, que vao muito
além da simples liberagdo de Ca e P normalmente observadas quando se utiliza doses

convencionais. A partir desta descoberta, diferentes estudos apontaram melhor
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entendimento da eliminacdo do fitato nas dietas por meio de altas dosagens de fitase,
bem como a qualidade e a quantidade de enzima necesséaria para obtencdo dos
diferentes beneficios associados a esta estratéegia (COWIESON; WILCOCK;
BEDFORD, 2011).

Conforme demonstrado na figura 2, altas dosagens de fitase resultaram na
hidrolise quase completa do IP6 bem como aumento das concentragdes de inositol na
moela, melhoria do ganho de peso, da conversao alimentar (WALK, et al., 2014) e uma
reducdo na concentracéo de fitato da digesta ileal (WALK et al., 2018) de frangos de

corte.

Figura 2- Degradacao do fitato (mio inositol hexafosfato) pela enzima fitase
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Fonte: (adaptado de KEBREAB et al., 2012).

O mio inositol ou inositol € uma molécula de polialcool ciclico, com uma férmula
semelhante a glicose, que compde a molécula fitato. O papel do inositol na nutricdo de
aves nado é claro e € uma area ativa de pesquisa. No entanto, verificou-se que o inositol

BN

possui propriedades e funcbes metabodlicas semelhantes a insulina, estimulando a
translocacdo de GLUT4, que é o principal transportador de glicose sensivel a insulina
em mamiferos, para a membrana plasmatica. Isso sugere que ele pode regular o
transporte de glicose, a gliconeogénese e a deposicdo de proteinas em mamiferos

(DANG et al., 2010; YAMASHITA et al., 2013).
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Pesquisas confirmam que de fato, o mio inositol administrado por via oral
demonstrou melhorar o desempenho de frangos de corte (Cowieson et al., 2013; Zyla et
al., 2013). Outro ponto importante é a relagdo do mio inositol aumentando os niveis de
vitamina A, vitamina E e coenzima Q10, desempenhando um papel importante no
transporte de lipideos, como antioxidante e no metabolismo de energia (HUBER, 2016).

Desta maneira, a dose de 24.000 FTU/kg de fitase para dietas deficientes em P
resultou em melhora do desempenho de frangos de corte comparado com 0s que
consumiram dietas com doses mais baixas de fitase (<1.000 FTU/kg). As aves
apresentaram maior porcentagem de cinza de tibia bem como maior utilizacdo de
aminoacidos e minerais quando as dietas apresentaram alta inclusdo de fitase
(Cowieson et al., 2006).

Olukosi et al. (2013) realizaram um experimento testando a eficacia da fitase
bacteriana na inclusdo de 500, 1.000 e 2.000 FTU/kg em dietas com niveis reduzidos
de P (2.2 g/kg P disponivel) para frangos de corte. Os tratamentos com fitase
produziram um aumento significativo no desaparecimento do &cido fitico e na retengéo
de P. A maior retencdo de P foi apoiada pela melhora da porcentagem cinza de tibia.
Além disso, observou-se melhora na digestibilidade ileal em 36 kcal/kg para frangos de
corte alimentados com dieta com inclusao de fitase 2.000 FTU quando comparado com
frangos alimentados com dieta sem suplementacéo de fitase.

Walk et al. (2013) verificaram que a utilizacdo de superdoses de fitase a 1.500
FTU/kg para frangos de corte criados até 49 dias, melhoraram seu crescimento,
desempenho e taxa de conversdo alimentar em comparacdo com as aves alimentadas
com dietas adequadas ou reduzidas em P. Em outro estudo, Walk et al. (2014)
demonstraram que, com a inclusao de fitase em 1.000 FTU/kg ou 1.500 FTU/kg, houve
maior concentragdo de inositol na moela das aves, que esteve correlacionada com o
melhor desempenho das mesmas.

Shirley et al. (2003) observaram que a fitase suplementada a 12.000 FTU/kg de
fitato, foi capaz de hidrolisar 95% do P fitico, 0 que, por sua vez, aumentou a retencao
total de P para 80%. Além disto, houve aumento da energia metabolizavel aparente de

3216 para 3415 kcallkg, incremento do percentual de P 6sseo em 20% e do P
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plasmatico de quase 5mg/100mL. Desta maneira, o0 ganho de peso foi melhorado em
frangos de corte que receberam baixo P e alta inclusédo de fitase.

Zeller et al. (2015) realizaram um experimento utilizando a dose de 12.500
FTU/kg em dieta de frangos de corte, mas o experimento foi focado no mecanismo de
liberacdo do inositol a partir da destruicdo do fitato. Nesta dose, as aves apresentaram
maior resposta na liberacdo de fosfato de isdmeros de inositol especificamente mio-
inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis (fosfato de di-hidrogénio) (InsP6). A maior liberacdo e
degradacéo desses isdmeros de inositol levaram a um aumento na absorcgéo e retencao
de P em frangos de corte aos 24 dias de idade. Quando os pintainhos foram
alimentados com dieta contendo fitato, deficiente em aminoacidos e suplementada com
a dose mais alta de fitase (12.500 FTU/kg), houve melhoria da converséao alimentar e da
digestibilidade verdadeira dos aminoacidos. Este fato apoia a hipétese de que a fitase
estaria liberando os grupos P do anel inositol, sendo que as proteinas ligadas ao fitato
sao liberadas e tornando-se disponiveis para interagir com as enzimas digestivas (Biehl
e Baker 1997).

Melhorias na digestibilidade aparente de aminoacidos em frangos de corte 1- 42
dias de idade foram observadas em aves submetidas a dietas com reducdo de P
disponivel (12 a 22%) e suplementadas com 2.000 FTU/kg de fitase em comparacao ao
grupo suplementado com 500 FTU/kg na mesma reducédo dietética de P. Em adicional
0s autores concluiram que o peso corporal, conversao alimentar e consumo de racao
foram semelhantes ao grupo controle positivo e melhores que a suplementacdo de 500
FTU/kg (PIENIAZEK et al., 2017).

Estudo realizado para avaliar aumento gradual nas doses de fitase (0, 2.000 e
4.000 FTU/kg) na dieta de frangos de corte com alto fitato. Estes autores mostraram
que as aves alimentadas com a dieta de controle negativo (Reducdo de 0,22% Ca,
0,20% P disponivel, 120 kcal/kg e aminoacidos de 1 até 5%), acrescida com a dose de
4000 FTU/kg tiveram melhor ganho de peso comparado ao grupo controle positivo. Em
adicional os menos autores observaram que o aumento das doses de fitase
proporcionou uma reducao linear na concentracdo de fitato e uma aumento linear de
inositol e hidrolise do fitato (WALK; OLUKOSI, 2019). Outro experimento também
avaliando altas doses de fitato (0,24, 0,345 e 0.45 %) e quatro doses de fitase (0, 500,
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1.000 e 2.000 FTU/kg), com reducdo de 0,22 % de Ca, 0,20 % fosforo disponivel,
energia (80 até 120 kcal/kg) e aminoacidos (1 até 5 %), observaram que o aumento da
suplementacao de fitase proporcionou resposta maxima em melhorias no consumo de
racéo, peso corporal e eficiéncia alimentar. Em adicional a suplementacéo de fitase nas
doses 822 ou >2.000 FTU/ kg melhorou o peso e porcentagem de cinzas da tibia (Walk.
C.L; Rao, S. V. R., 2020).
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CAPITULO II
USO DE SUPERDOSES DE FITASE EM DIETA DE MATRIZES PESADAS SOBRE O
DESEMPENHO, QUALIDADE DE OVOS, CONCENTRACAO DE MINERAIS E
INOSITOL NA GEMA DO OVO
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1. INTRODUCAO

As reprodutoras apresentam a capacidade de transferir os nutrientes ingeridos
da dieta para o ovo. Desta forma, € possivel alcancar respostas significativas na
qualidade, eclodibilidade e crescimento inicial do pintinho (CHANG et al., 2016). De
acordo com Kenny et al. (2004) o desenvolvimento do embrido e do pintinho, depende
diretamente dos nutrientes depositados no ovo e 0 seu status fisiolégico é influenciado
pela nutricdo da matriz. Segundo Calini e Sirri (2007) macronutrientes, minerais e
vitaminas, desempenham papel fundamental no desempenho de frangos de corte
guando os mesmos sao suplementados adequadamente na dieta das matrizes.

O melhoramento na eficiéncia da utilizacdo de matérias-primas e o uso de uma
ampla variedade de ingredientes sdo as estratégias que produzirdo avangos na
alimentacdo da ave. Uma ferramenta eficaz para alcancar essas metas, que tem
recebido grande atencdo ao longo dos anos, € 0 uso de enzimas exdgenas como
aditivos nutricionais. Neste contexto, pode-se destacar o uso da fitase que atua na
degradacéo do fitado e permite melhorar o aproveitamento da energia e de nutrientes,
como o P e os aminoacidos bem como permite a reducdo dos gastos metabdlicos de
aves e suinos (SELLE; RAVINDRAN, 2007).

O fitato esta naturalmente presente na dieta das aves, pois as racées contém
ingredientes vegetais, destacando-se o milho e o farelo de soja como 0s mais comuns.
Formado por uma mistura de sais de acido fitico (hexafosfato de mioinositol, IP6), tem
peso molecular de 660, uma concentracdo de P de 282 g/kg que consiste em seis
grupos fosfatos ligados a um anel de carbono (CeH18024Ps), sendo a principal forma de
armazenamento do P nos gréos de cereais, leguminosas e oleaginosas (FERREIRA et
al., 2015).

A estrutura quimica do fitado é formada por uma molécula polianiénica, na sua
maioria é encontrado complexado em minerais de carga positiva como: Ca?*, Cu?*,
Fe?*, Mg?* e Zn?* e aminoacidos e esta capacidade torna-se fator anti-nutricional para o
animal, de tal modo que esses nutrientes ficam indigestiveis (SWICK; IVES, 1992).

Os efeitos negativos que fitato pode causar para a digestibilidade de
microminerais (HARLAND; MORRIS, 1995), proteina (COWIESON; COWIESON, 2011),
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aminoacidos (COWIESON; RAVINDRAN 2007, COWIESON et al., 2004), Na
(COWIESON et al., 2004) e energia tem sido amplamente discutidos. Desta forma, um
conceito mais recente vem sendo estudado, em que doses mais altas de fitase tém sido
empregadas para propiciar ndo apenas o efeito associado a liberagdo de P, mas
também evitar os danos causados pelo fitato na digestibilidade e absorcdo de outros
nutrientes complexados. Cowieson et al. (2011) relatam que o0 aumento da
concentracdo de fitase no trato gastrintestinal, ira degradar a molécula de fitato em
ésteres menores (IP3 e IP2) até que se chegue a uma molécula de ortofosfato (IP1),
sendo que a ave consegue degrada-la liberando a ultima molecula de ortofosfato e o
inositol que é absorvido com facilidade. O inositol desempenha papel importante em
diversos processos fisiologicos como no transporte de lipideos e da coenzima Q10, um
importante antioxidante, auxilia nas fungées mitocondriais melhorando o metabolismo
energético e a transferéncia de nutrientes para o embrido quando da formacéo da gema
(HUBER, 2016). Estudo feito por Walk, et al (2014), mostrou que utilizacdo de altas
dosagens de fitase resultaram em aumento das concentracdes de inositol livre na
moela e na melhoria do ganho de peso e da converséo alimentar de frangos de corte.

Além de melhorias na disponibilidade de inositol, estudos anteriores avaliando
doses crescentes de fitase em dietas de poedeiras (SOTO-SALANOVA; SANTOS,
2013) e bagres (PEATMAN; BECK, 2016), relataram aumento significativo na
concentracdo mineral em tecidos, como a gema, o plasma ou o figado. Segundo os
autores, os beneficios relacionados com o incremento dos niveis de minerais foram
presumivelmente associados a destruicdo quase completa do fitado. No que se refere
ao desempenho, esta clara a resposta positiva quando da suplementacdo da fitase
tanto para frangos como para poedeiras (DENBOW et al., 1995; COSTA, et al., 2004,
MANAGI; COON, 2008; WALK; OLUKOSI, 2019; WALK; RAO, 2020). No entanto, a
literatura traz pouca informagdo sobre o uso da fitase em altas dosagens para
reprodutoras pesadas.

Diante do exposto, a proposta do presente estudo foi a de avaliar o impacto da
suplementacdo de superdoses de fitase em dietas de reprodutoras pesadas, no periodo
de 27 e 50 semanas de idade, sobre o seu desempenho, a qualidade de ovos, a

concentracéo de minerais, de inositol e de glicerol na gema.
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2. MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais na da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo sob protocolo n° 9196040614.

2.1. Aves, dietas experimentais, delineamento experimental e caracteristicas do galp&o

Foram utilizadas 216 matrizes, da linhagem AP95 Aviagen, distribuidas em um
delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos e 18 repeticdes de quatro
aves cada, suplementadas com a enzima fitase em altas dosagens, conforme descrito
na Tabela 1. As aves foram criadas até 20 semanas de idade em um ambiente
comercial de criagdo, quando foram transferidas para a instalacdo experimental. As
praticas de manejo e alimentacdo durante a fase de cria e recria e produ¢do seguiram
as recomendacdes do manual da linhagem utilizada (ROSS 308 AP, 2017). No periodo
de 20 a 26 semanas de idade, todas as reprodutoras receberam uma racao comum até
sua adaptacdo ao novo ambiente. O experimento teve inicio na 272 semana e finalizou-

se na 502 semana.

Tabela 1-Descricdo dos tratamentos experimentais das matrizes de corte

) . ) Fitase
0 0, '
Tratamentos Dieta experimentais P, % Ca, % FTU/kg
1 Dieta basal + 500 -0.15 -0.16 500
2 Dieta basal + 1500 -0.15 -0.16 1500
3 Dieta basal + 4500 -0.15 -0.16 4500

As aves eram alimentadas as 6:45 da manha, sendo que cada repeticao recebia
0 equivalente de racdo em gramas/ave/dia e alterava conforme a idade da ave,

seguindo o manual de desempenho da linhagem na Tabela 2 (ROSS 308AP, 2017).
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Tabela 2-Consumo de racdo de matrizes de corte durante o periodo de 27 a 50
semanas de idade

Consumo de racao/ave, g

P1l P2 P3 P4 P5 P6 P1-P6

169.0 169.0 167.5 165.5 163.5 161.5 166.0

1 Periodos: P1 (semana 27-30), P2 (semana 31-34), P3 (semana 35-38), P4 (semana 39-42), P5 (semana
43-46), P6 (semana 47-50).

A racéo foi fornecida na forma farelada e sua formulacéo (Tabela 3) permitiu que a
ingestdo diaria de nutrientes fosse a mesma entre 0s tratamentos atendendo as
recomendacdes propostas pelo manual da linhagem (ROSS 308AP, 2017). Todas as
racdes foram isonutritivas variando apenas a inclusdo de fitase em cada tratamento
(500; 1.500; 4.500 FTU/kg). A enzima utilizada nesse experimento foi uma fitase de E.
coli aprimorada (Quantum Blue), fornecida pela AB Vista (Marlborough, Reino Unido),
com uma atividade esperada de 5.000FTU/g. As dietas experimentais foram analisadas
guanto a atividade da enzima fitase, Ca e P total. O método usado para analisar a
atividade da enzima fitase, conforme descrito por Engelen et al. (2001) e procedimentos

padrao AOAC (2006) foram usados para determinacéo de Ca e P total.

O galpdo possuia boxes de alojamento com capacidade para quatro aves cada
(densidade de 2250 cm? por ave), contendo um comedouro tipo calha, bebedouro tipo
“nipple”, um ninho e cama tipo maravalha. O galpdo era em um semi “dark house”, com
pressao negativa havendo dois exaustores dispostos nas laterais do galpdo e dois
painéis evaporativos na extremidade oposta dos mesmos. Para o gerenciamento de
temperatura, luminosidade, pressdo e umidade, o galpdo possuia um painel de
controle. Diariamente a temperatura, umidade relativa do ar e mortalidade eram

registradas. Durante a fase de producao as aves receberam 16 horas de luz/dia.
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Tabela 3-Composicédo percentual da dieta basal das matrizes de corte

Ingrediente Inclusdo percentual (%)
Farelo de milho 63,90
Farelo de soja 22,92
Farelo de trigo 3,12
Oleo 1,44
Fosfato bicalcico 1,06
Premix vitaminico ! 0,100
Premix mineral? 0,100
Sal 0,41
L - Lisina HCI (78,4%) 0,06
Calcario calcitico 6,98
Total 100,00
Niveis calculados

Energia Metabolizavel, kcal/kg 2.820
Acido linoleico, % 2,20
Célcio, %3 3,04
Fésforo disponivel, %2 0,30
Lisina, % 0,77
Aminoacidos sulfurados, % 0,59
Metionina, % 0,58
Proteina Bruta, % 16,50
Saodio, % 0,20
Treonina, % 0,54
Valina, % 0,67

1Suplementado por kg de racdo: Vitamina A (min.) 9.000U.l./kg; Vitamina D3 (min.)2.600U.1./kg; Vitamina
E (min.)14 U.l./kg; Vitamina K3(min.)1,6U.l./kg; Vitamina B1 (min.) 2,2mg/kg; Vitamina B2 (min.) 6mg/kg;
Vitamina B6 (min.) 3mg/kg; Vitamina B12 (min.)10mcg/kg; Acido nicotidico (min.) 0,03g/kg; Acido
pantoténico (min.) 0,005g/kg; Acido félico (min.) 0,6mg/kg; Biotina (min.) 0.1mg/kg

2Suplementado por kg de racdo: Zn (min) 0,126g, Cu (min) 0,0126g, | (min) 2,52mg, Fe (min) 0,105g, Mg
(min) 0,126g.

3 A matriz assumida pela fitase foi: 0,16% Ca e 0,15% P disponivel. O valor médio analisado foi 3,18% e
0,50 para Ca e P total, respectivamente.
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2.2. Avaliacdo do desempenho produtivo e qualidade de ovos

As caracteristicas de desempenho produtivo e de qualidade dos ovos foram
avaliadas por repeticdo ao final de cada ciclo de 28 dias, totalizando seis periodos de
producéo. Os ciclos foram divididos da seguinte forma: P1 (27-30, semanas), P2 (31-34,
semanas), P3 (35-38, semanas), P4 (39-42, semanas), P5 (43-46, semanas) e P6 (47-

50, semanas).

Foi avaliada a producdo total de ovos (numero total de ovos produzidos
diariamente, dividido pelo numero de aves e multiplicado por 100). Para avaliar as
caracteristicas de qualidade interna e externa dos ovos, foram coletados dois ovos por
boxe nos dias 27 e 28 de cada ciclo, totalizando quatro ovos, identificados por
tratamento e repeticdo. Os ovos foram analisados individualmente por meio de um
equipamento denominado Digital Egg Tester (DET6000, Nabel, Japdo) quanto ao peso

dos ovos (g), resisténcia da casca (kgf) e unidade Haugh (HU).

Na 35° e 40° semana de idade, foram coletadas trés gemas frescas de cada as
quais foram liofilizadas e, posteriormente, analisadas as concentracdes de inositol,
glicerol e de minerais (Ca, P, Na, Mg, K, Cu, Fe, Mn e Zn). A concentracao de inositol e
glicerol foi determinada utilizando-se a metodologia descrita por Lee et al. (2018) e a de
minerais por espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(AOAC, 2006).

2.3. Andlise Estatistica

Os dados foram analisados por meio do programa estatistico JMP Pro v. 14.0
(SAS institute, 2014). Para as caracteristicas de producédo e qualidade de ovos, 0
modelo experimental incluiu dieta, periodo e a interacdo entre os mesmos. Para inositol,
glicerol e concentracdo mineral, o modelo experimental incluiu dieta, semana de coleta

e interacdo entre as mesmas. Dieta e semana da coleta foram consideradas variaveis
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nominais. O periodo foi considerado uma medida repetida no tempo. Quando os efeitos
do modelo foram significativos em P<0.05, as médias foram avaliadas usando o teste-t.

As tendéncias foram discutidas em P<0.10.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da fitase recuperada nas dietas foi de 336, 1.160 ou 4.610 FTU / kg
para 500, 1.500 ou 4.500 FTU / kg, respectivamente, validando a precisdo da geracao
de racdo. As galinhas reprodutoras pesavam inicialmente 2,6 kg em média para todos
0S grupos de tratamento experimental as 27 semanas de idade (P = 0,57). Apos 23
semanas de tratamento com enzimas (50 semanas de idade), os pesos corporais das
galinhas eram de 4,1 kg, sem quaisquer diferencas devido a suplementacédo de fitase (P
=0,61).

A viabilidade de criacéo foi de 100% e a producao de ovos (ave / semana) foram
os esperados de acordo com o manual da linhagem de 27 a 50 semanas (Ross 308 AP,
2017). O consumo de racdo, mencionado anteriormente, foi de foi de 169 g na P1 e
diminuiu para 161.5 na P6 (Tabela 2). O consumo de racao foi o mesmo em todos os
grupos de tratamento experimental em cada periodo.

Houve o efeito do periodo de producdo, que diminuiu significativamente de P2
para P6 (Tabela 4). Isto se deve ao fato de que a medida que as aves envelhecem as
sequéncias de postura tornam-se mais curtas, aumentando a frequéncia de intervalo
entre as ovulagdes (VIEIRA, 2001). O periodo de criacdo também influenciou
significativamente o peso do ovo (P<0.01), a unidade Haugh (P<0,01) e a resisténcia a
quebra da casca (P<0,05) (Tabela 4). Conforme esperado, a medida em que as aves
ficaram mais velhas, observou-se aumento do peso do ovo e reducao da resisténcia da
casca e da unidade Haugh. A reducédo na taxa de postura com o avango da idade das
matrizes € acompanhada do aumento no tamanho do ovo, pois a mesma quantidade de
gema proveniente da sintese hepatica é depositada em um numero cada vez menor de
foliculos, e consequentemente, estes atingem peso e tamanho superiores (ZAKARIA et

al., 1983). Assim, ovos produzidos por matrizes mais velhas apresentam gemas
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maiores, e menores quantidades de albumen em relacdo ao peso total quando
comparados com ovos de aves jovens (FRENCH e TULLET, 1991; SUAREZ et
al.,1997). A idade influencia também na porcentagem de casca do ovo devido & menor
capacidade de absorcéo dietética e mobilizacdo dssea de Ca, e ao aumento gradual do
tamanho do ovo sem aumento proporcional da quantidade de casca (OLIVEIRA,
OLIVEIRA, 2013).

Houve uma tendéncia de efeito da incluséo de fitase para a varidvel porcentagem
total de ovos (P = 0.06), observando-se melhor producdo quando utilizado o nivel de
1.500 FTU/kg de fitase em comparacédo ao nivel de 4.500 FTU/kg (tabela 4). A reducéo
do percentual de producao de ovos em galinhas recebendo 4.500 FTU / kg de fitase na
dieta ndo era esperado, particularmente porque os parametros produtivos estavam de
acordo com os padrdes da linhagem. Diferentemente dos resultados observados no
presente estudo, Kim et al. (2017) observaram aumento na producdo de ovos de
poedeiras suplementadas com superdose de fitase (20.000 FTU). As diferencas entre
0s resultados encontrados por estes autores e 0s do presente estudo podem estar
relacionadas a dose de fitase, este fato pode ser explicado pela maior liberacdo de
nutrientes proporcionada pela dose de 20.000 FTU/kg e também a fitase utilizada pelos
autores provém da espécie E.coli e é expressa em uma Saccharomyces pombe.

A inclusédo de 4.500 FTU/kg reduziu o peso de ovo (P<0,01) e a resisténcia a
quebra da casca (P<0,05), em relagdo a inclusdo de 500 FTU/kg (Tabela 4).
Possivelmente, a elevacdo das doses de fitases aumentaram a quantidade de P
disponivel pela quebra da molécula de fitato, consequentemente, pode ter havido
reducdo na absor¢do do Ca devido ao desbalanco entre Ca e P, afetando o peso do
ovo e a resisténcia da casca pela menor deposicdo de Ca na mesma. E sabido que o
aumento da quantidade de P na circulacdo promove maior absor¢cédo de Ca dos 0ssos
como tampdo, de maneira que, a resisténcia da casca e o0 peso especifico dos ovos
podem diminuir (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2013). Esses resultados reforcam a importancia
da correta aplicacdo da matriz nutricional para as enzimas, pois a liberacdo de
nutrientes extras (P disponivel neste caso) pode resultar em desempenho negativo,
principalmente em matrizes de corte. Kim et al. (2017) ndo encontraram diferengas

significativas para o peso do ovo, resisténcia e espessura de casca em poedeiras com
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a utilizacdo de fitase em superdoses (10.000, 20.000, 30.000 FTU/kg de racéo). No
entanto, estes resultados podem ter sido diferentes pelo fato de que os autores
utilizaram dose muito superiores, diferente tipo de fitase e trabalharam com poedeiras

comerciais.

Tabela 4- Influéncia do uso da fitase e do periodo produtivo sobre a producdo e
qualidade de ovos de matrizes de corte durante o periodo 27 a 50 semanas de idade

Fitase, Producéo total B q Unidade  Resisténcia de
FTU/kg de ovos eso do ovo haugh casca
(%) (9) (KgF)
500 77,62 67,532 80,31 3,942
1.500 78,62 67,262 81,31 3,80
4.500 76,40 66,640 80,95 3,81
EPM?2 0,8 0,22 0,41 0,05
P1 80,4ab 63,464 85,322 3,962
P2 84,72 64,58¢ 83,29 3,902
P3 81,3 67,30 81,59¢ 3,92ab
P4 78,3¢ 68,14 80,82¢d 3,82akc
P5 72,84 69,382 79,33d 3,76
P6 67,8¢ 69,802 74,78¢ 3,72¢
EPM 1,0 0,33 0,59 0,06
Fitase 0,06 0,01 0,24 0,02
Periodo <0,01 <0,01 <0,01 0,02
Fitase x periodo 0,52 0,92 0,41 0,79

1 Periodo: P1 (semana 27-30), P2 (semana 31-34), P3 (semana 35-38), P4 (semana 39-42), P5 (semana
43-46), P6 (semana 47-50).

2 Erro padrao da média (EPM)

a¢ Médias com diferentes sobrescritos dentro da mesma coluna diferem entre si (P < 0,05).

As concentragOes de inositol e glicerol foram influenciadas pela dose de fitase na
dieta, sendo que a suplementacao de dietas de reprodutoras com doses crescentes de
fitase resultou em diminuicdo no conteudo de inositol (P<0,01) e aumento no conteudo
de glicerol na gema de ovos (P<0,01) na 352 e 402 semana de idade, ndo havendo
influéncia da semana de coleta (P=0,66 e P=0,90, respectivamente) (Tabela 5). De

acordo com estes resultados, € possivel presumir que a diminuicdo do inositol e o
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correspondente aumento no teor de glicerol na gema podem ser o resultado da
conversédo do inositol em triglicerideos, que poderiam entdo ser utilizados pelo pintinho
no nascimento para melhorar a qualidade e a taxa de crescimento.

Os minerais foram influenciados pela dieta, semana de coleta e interacdo entre
os fatores (Tabela 5). Concentracdo de Ca na gema de reprodutoras alimentadas com
1.500 FTU/kg as 40 semanas foi superior a concentracdo de reprodutoras alimentadas
com 500 e 4.500 FTU/kg, mas a mesma diferenca néao foi observada em ovos coletados
as 35 semanas (P<0,01). Concentracdo de Na em gema de aves alimentadas com
4.500 FTU/kg foi superior a concentracao de aves alimentadas com 500 e 1.500 FTU/kg
as 40 semanas mas sem diferencas observadas as 35 semanas enquanto a
concentracdo de K foi superior em aves alimentadas com 4.500 FTU/kg em relacao a
aves alimentadas com 1.500 FTU/kg as 35 semanas e inferior em aves alimentadas
com 500 FTU/kg as 40 semanas em relacdo aos demais tratamentos. Da mesma forma,
a data da coleta aumentou a deposicdo desses trés minerais na gema, porém atribui-se
que o efeito de interacdo possa estar mais relacionado com o fator semana de coleta, ja
gue maiores valores de concentracdo de minerais na gema, para as doses de 1.500 ou
4.500 FTU/Kg na dieta, foram encontrados nas aves mais velhas. E possivel que o
aumento do intervalo de postura ocasionado pela idade resulte em maior deposicéo de
minerais, ou seja, a mesma guantidade de mineral é depositada em menor niumero de
foliculos. Além disso, a atividade da fitase é aumentada no trato gastrointestinal a
medida que o animal envelhece, consequentemente aumentando a degradacdo do
fitato e liberacdo de nutrientes (Edwards et al., 1989; Nelson, 1967).

Com relacdo a concentragcédo de P, observou-se que sua concentracao (P <0,05)
foi menor em gemas de galinhas alimentadas com 1.500 FTU/kg de dieta em
comparacao com aquelas suplementadas com 500 ou 4.500 FTU/kg de dieta (Tabela
5). Houve menor concentracdo de P nas gemas coletadas com 40 semanas quando
comparadas com aquelas coletadas com 35 semanas (P<0,01). Bhanja et al. (2005)
relataram que a concentracdo de P na gema foi aproximadamente 21% menor do que o
encontrado no presente estudo. Além disto, os autores ndo observaram qualquer efeito
significativo sobre esta caracteristica quando utilizaram 500 FTU/kg na dieta em

matrizes de 25 a 40 semanas de idade, em relagéo isenta de fitase.
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As gemas coletadas com 40 semanas de idade continham uma concentracao
significativamente maior de Mg, Cu, Zn ou Mn quando comparadas com as gemas
provenientes de galinhas com 35 semanas de idade (Tabela 5). Semelhantemente ao
que ocorreu com outros minerais analisados, é possivel tenha ocorrido aumento da
deposicdo dos mesmos com o avancar da idade das aves. Em estudo realizado por
Favero et al. (2013), foi observado efeito da idade das aves nas concentracdes de
minerais na gema, com aumento de Zn e Mn, de 35 a 55 semanas, e diminuicao
significativa na gema e no albumen das reprodutoras no periodo de 55 a 65 semanas
de idade.

N&o houve efeito significativo da fitase e da semana de coleta na concentracéo
de Fe da gema (P=0,29 e P=0,66, respectivamente) (Tabela 5). Segundo Underwood
(1999) nos monogastricos a absorcdo deste mineral é afetada pela idade e status de Fe
no organismo, condi¢cdes do trato gastrintestinal, particularmente do duodeno que é o
principal sitio de absorcéo; quantidades e forma quimica do Fe ingerido, propor¢céao de
outros minerais e compostos na dieta, 0os quais podem interagir com este elemento. A
absorcdo de Fe pode ser afetada pela presenca de outros metais divalentes na dieta
tais como: Cu, Mn, cobalto (Co), cadmio (Cd), os quais podem competir pelo sitio de
absorcao de Fe.

Contrariamente aos resultados deste estudo, Rojas et al., (2018) observaram que
poedeiras leves suplementadas com 450 FTU/kg de fitase em dietas com 0,12% P
obtiveram aumento no nivel de Fe na gema do ovo quando comparadas com aves do
grupo controle. Os autores ndo encontraram efeitos significativos para os niveis de Zn,
Ca e P. Da mesma forma, Abbasi et al., (2014) utilizando dose de 600 FTU/Kg de fitase
em dieta de poedeiras, observaram aumento na concentracdo de Fe na gema e no
soro. No presente estudo, foi observado um efeito de tendéncia com aumento gradual
no nivel de Zn (P=0,07) com o uso de 4.500 FTU/kg na dieta comparando-se com a
dose de 500 FTU/kg.

Melhoria da absorcdo de minerais como consequéncia da reducdo da
concentracdo de fitatos nas dietas ja foi observada em outras espécies (Soto- Salanova
e Santos., 2013; Peatman e Beck, 2016; Rojas et al.,, 2018;) e foi alcancada no

presente estudo, particularmente nas dietas contendo 1.500 e 4.500 FTU/Kg de
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inclusédo de fitase. Diferencas observadas nas concentracdes dos minerais Na, K, Cu,
Zn na gema, apontam que o fitato ndo interfere apenas na absor¢cdo de macrominerais,

como Ca e P, proporcionando um efeito muito mais amplo na nutricdo animal.
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Seman  Fitase, Inositol, Glicerol, Ca, Na, Mg, K, P, Cu, Fe, Mn, Zn,
a FTU/kg nmol/g  nmol/g % % % % % mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
500 1141 3849 0,28  0,09° 0,02 0,19¢d 0,94 2,50 126 2,33 80,2
35 1500 1035 5797 0,28  0,09° 0,02 0,18¢ 0,94 3,56 130 2,43 82,0
4500 888 8891 0,27°¢ 0,10P 0,02 0,20b¢ 0,99 2,28 125 2,28 82,6
500 1155 3818 0,30° 0,10° 0,02 0,21° 0,93 4,39 123 4,90 85,4
40 1500 1021 5942 0,392 0,10P 0,03 0,242 0,88 8,19 129 4,61 86,3
4500 931 9017 0,30P 0,132 0,03 0,242 0,93 511 126 4,00 92,4
EPM!? 40 794 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 1,08 3,2 0,38 2,09
Resultados principais
Seman
a
35 1021 6179 0,27° 0,09° 0,02° 0,19° 0,952 2,78 127 2,35P 81,6°
40 1036 6259 0,332 0,112 0,032 0,232 0,91° 5,902 126 4,508 88,02
EPM 23 459 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,62 1,9 0,22 1,20
FTU/kg
500 11482 3833¢ 0,29° 0,09° 0,02 0,20° 0,942 3,440 124 3,62 82,8P
1500 1028° 5869° 0,332 0,10P 0,02 0,212 0,91 5,872 129 3,52 84,12
4500 909¢ 89542 0,28 0,122 0,02 0,222 0,962 3,69 126 3,14 87,52
EPM 29 561 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,77 2,3 0,27 1,47
Fitase <0,01 <001 <0,01 <001 094 <0,00 <0,01 0,06 0,29 0,41 0,07
Semana 0,66 0,90 <0,01 <001 <001 <000 <0,00 <o0,01 0,66 <0,01 <0,01
Interacao 0,77 0,99 <0,01 <0,01 0,31 <0,01 0,10 0,44 0,89 0,53 0,38

a¢ Meédias com diferentes sobrescritos dentro da mesma coluna diferem entre si (P < 0,05).
1 Erro padrdo da média (EPM)
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4. CONCLUSAO

A suplementacao de fitase a 1.500 UFT/kg em matrizes aumentou a producéo de

ovos total de ovos, assim como a concentragao de glicerol e minerais na gema.
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CAPITULO III
USO DE SUPERDOSES DE FITASE PARA MATRIZES PESADAS E SEUS EFEITOS

SOBRE O DESEMPENHO DA PROGENIE, CONCENTRACOES DE MINERAIS,
GLICEROL E INOSITOL NO SACO DA GEMA
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1. INTRODUCAO

O principal objetivo de uma granja de matrizes é produzir o maior ndmero
possivel de ovos com qualidade suficiente para maximizar a eclosdo e garantir a
progénie a capacidade para enfrentar os desafios iniciais e atingir os alvos de
desempenho. Desta forma, a nutricdo da reprodutora ganha destaque pelo fato de que
é relatada como tendo influéncia na eclodibilidade, na qualidade da progénie e sua taxa
de crescimento inicial (CHANG et al., 2016). Isso € possivel devido a capacidade que
as reprodutoras tém de transferir os nutrientes provenientes da dieta para o0 ovo
(KENNY et al., 2004).

Nesse contexto, a melhoria na digestibilidade dos nutrientes é uma ferramenta
utilizada nos programas de formulacdo de racées de modo a permitir condicbes
favoraveis para a maxima expressao do potencial genético das aves, sem que haja
elevacdo nos custos de producdo (ARAUJO et al., 2007). Dessa forma, o uso de
enzimas exodgenas como aditivos tem se destacado.

A enzima fitase vem sendo usada a décadas pela a industria avicola como
estratégia nutricional para reducdo da inclusdo de alguns ingredientes, diminui¢cdo do
custo da formulacdo de racdo e excrecdo de nutrientes ao ambiente jA que ocorre a
aumento da disponibilidade de P fitico, porém os efeitos extra fosforicos sdo cada vez
mais evidentes e desejados (SELLE et al.,, 2009; VIVEROS et al., 2002). Prévios
estudos avaliando doses crescentes de fitase em dietas de poedeiras (SOTO-
SALANOVA; SANTOS, 2013) e bagres (PEATMAN; BECK, 2016), demonstraram
aumento significativo na concentracdo mineral em tecidos, como a gema, o plasma ou o
figado. Segundo os autores, os beneficios relacionados com o incremento dos niveis
de minerais foram presumivelmente associados a destruicdo quase completa do fitado.
Além disso, a completa hidrélise da molécula do fitato disponibilizard o mio-inositol, que
€ um polialcool ciclico, com féormula semelhante a glicose, que compde a molécula de
fitato. O papel do mio-inositol na nutricdo de aves nao é claro e é uma area continua de
pesquisa. No entanto, o mio-inositol possui propriedades e fungbes metabdlicas
semelhantes a insulina, estimulando a translocacdo de GLUT4 (o principal

transportador de glicose sensivel a insulina em mamiferos) para a membrana
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plasmatica. Isso sugere que ele pode regular o transporte de glicose, a gliconeogénese
e a deposicdo de proteinas em mamiferos (DANG et al., 2010; YAMASHITA et al.,
2013). Pesquisas recentes, confirmam que de fato, o mio-inositol administrado por via
oral demonstrou melhorar o desempenho de pintos de corte (COWIESON et al., 2013;
ZYLA et al., 2013). Em adicional, a suplementacdo com doses crescentes nas dietas de
matrizes pesadas, resultou em uma diminuicdo significativa no teor de inositol e
aumento significativo no teor de glicerol na gema de ovos de reprodutoras com 35 ou
40 semanas de idade (GRANGHELLI et al., 2019). Os autores levantaram a hipétese de
gue a diminuicdo do inositol e 0 aumento correspondente no teor de glicerol na gema
podem ser o resultado da conversédo do inositol em triglicerideos, que poderiam entédo
ser utilizados pelo pintinho na eclosdo para melhorar a qualidade e a taxa de
crescimento

No entanto, pouca informacdo ha para reprodutoras pesadas, nota-se que existe
a necessidade de mais estudos demonstrando como a suplementacdo de fitase na
dieta de matrizes pode impactar o desempenho e a qualidade pintinho. Portanto, o
objetivo deste estudo foi determinar a influéncia da suplementacdo de superdoses de
fitase em dieta de reprodutoras sobre a qualidade do pintinho, a concentracdo de
minerais, inositol e glicerol no saco vitelinico bem como o desempenho da progénie até

42 dias pds nascimento.

2. MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de
Animais na da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o
Paulo sob protocolo n°® 9196040614.

2.1. Reprodutores
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2.1.1. Aves, dietas e delineamento experimental.

Foram utilizadas 216 matrizes, da linhagem AP95 Aviagen, distribuidas em um
delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos e 18 repeticbes de quatro
aves cada, suplementadas com a enzima fitase em altas dosagens, conforme descrito
na Tabela 6. As aves foram criadas até 20 semanas de idade em um ambiente
comercial de criagdo, quando foram transferidas para a instalacdo experimental. As
praticas de manejo e alimentacdo durante a fase de cria e recria e producdo seguiram
as recomendacdes do manual da linhagem utilizada (ROSS 308 AP, 2017). No periodo
de 20 a 24 semanas de idade, todas as reprodutoras receberam uma ragado comum até
sua adaptacdo ao novo ambiente. O experimento teve inicio na 242 semana e
finalizacdo na 502 semana.

A racéo foi fornecida na forma farelada e sua formulacédo (Tabela 7) permitiu que a
ingestdo diaria de nutrientes fosse mesma entre os tratamentos atendendo as
recomendacdes nutricionais propostas pelo manual da linhagem (ROSS 308 AP, 2017).
Todos os tratamentos receberam racdes contendo a mesma formulacdo de
macronutrientes e micronutrientes variando apenas a inclusdo de fitase em cada
tratamento (500; 1.500; 4.500 FTU/KQ).

A enzima utilizada no experimento foi uma fitase de E. coli aprimorada (Quantum
Blue), fornecida pela AB Vista (Marlborough, Reino Unido), com uma atividade
esperada de 5.000 FTU/g.

Os machos utilizados no experimento, para a inseminacao artificial, foram mantidos
no mesmo ambiente das matrizes, todavia, todos receberam uma mesma racdo sem
inclusdo de fitase, uma vez que, o efeito macho néo seria levado em consideracdo no
estudo.

Na 48° semana de idade, as aves foram inseminadas utilizando-se “pools” de
sémen de trés galos. Para isto, foram utilizadas aliquotas (50 ul) de sémen fresco com
concentracéao final de 200 milhGes de espermatozoides /fémea por dose inseminante e
os ovos foram coletados a partir do terceiro dia, apos a primeira inseminacédo, até o
décimo dia, e posteriormente armazenados em sala climatizada (18°C) até o momento
gue antecedeu a incubacao. Antes de serem colocados na incubadora, os ovos ficaram

em uma sala de espera, a temperatura ambiente, a fim de se prevenir a morte
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embrionaria pela diferenca de temperatura entre a camara climatizada e a incubadora.
A transferéncia dos ovos ocorreu no 18° dia de incubacdo e no 21 ° dia, as aves
eclodidas foram contadas, selecionadas e pesadas. Todos 0s ovos incubaveis trincados

antes da incubacé&o ou na transferéncia, foram eliminados.

Tabela 6- Descricdo dos tratamentos experimentais das matrizes de corte

, . , Fitase
0 0 !
Tratamentos Dieta experimentais P, % Ca, % FTU/kg
1 Dieta basal + 500 -0.15 -0.16 500
2 Dieta basal + 1500 -0.15 -0.16 1500

3 Dieta basal + 4500 -0.15 -0.16 4500
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Tabela 7- Composicdo percentual da dieta basal de matrizes de corte

Ingrediente Inclusdo percentual (%)
Farelo de milho 63,90
Farelo de soja 22,92
Farelo de trigo 3,12
Oleo 1,44
Fosfato bicalcico 1,06
Premix vitaminico 1 0,100
Premix mineral? 0,100
Sal 0,41
L - Lisina HCI (78,4%) 0,06
Calcério calcitico 6,98
Total 100,00
Niveis calculados

Energia metabolizavel, kcal/kg 2.820
Acido linoleico, % 2,20
Calcio, % 3,04
Fosforo disponivel, % 0,30
Lisina, % 0,77
Aminoacidos sulfurados, % 0,59
Metionina, % 0,58
Proteina bruta, % 16,50
Sédio, % 0,20
Treonina, % 0,54
Valina, % 0,67

1Suplementado por kg de racéo: Vitamina A (min.) 9.000U.1./kg; Vitamina D3 (min.) 2.600U.1./kg; Vitamina
E (min.)14 U.l/kg; Vitamina K3 (min.) 1,6U.l./kg; Vitamina B1 (min.) 2,2mg/kg; Vitamina B2 (min.)
6mg/kg; Vitamina B6 (min.) 3mg/kg; Vitamina B12 (min.) 10mcg/kg; Acido nicotidico (min.) 0,03g/kg;
Acido pantoténico (min.) 0,005g/kg; Acido félico (min.) 0,6mg/kg; Biotina (min.) 0.1mg/kg

2Suplementado por kg de ragédo: Zn (min.) 0,126g, Cu (min.) 0,0126g, | (min.) 2,52mg, Fe (min.) 0,105g,

Mg (min.) 0,126g.

8 A matriz assumida pela fitase foi: 0,16% Ca e 0,15% P disponivel. O valor médio analisado foi 3,18% e

0,50 para Ca e P total, respectivamente.



2.2. Progénie

2.2.1. Aves, instalacOes, dietas e delineamento experimental
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As aves eclodidas, provenientes do experimento com as reprodutoras pesadas,

foram selecionadas, pesadas e distribuidas nos tratamentos experimentais. Antes da

distribuicdo, foi feita uma média do peso das aves para evitar desuniformidade do lote.

Foram utilizados 648 pintainhos mistos, em delineamento inteiramente casualizado,

esquema fatorial 3 x 3 (dietas maternais X doses de fitase para a progénie) totalizando

nove tratamentos com seis repeticbes de 12 aves cada. Nos tratamentos em que se

avaliou o efeito da dieta maternal sobre a progénie, as aves receberam uma dieta

comum (controle negativo sem incluséo de fitase) para verificagcdo desses efeitos. Os

tratamentos recebidos pela progénie sdo descritos na Tabela 8.

Tabela 8- Descricdo dos tratamentos experimentais da progénie

Tratamentos Dieta da matriz Dieta da progénie
1 Dieta basal + 500 FTU/ Kg Controle negativo (CN)
2 Dieta basal + 500 FTU/ Kg CN + 500 FTU/Kg
3 Dieta basal + 500 FTU/ Kg CN + 1500 FTU/Kg
4 Dieta basal + 1500 FTU/ Kg Controle negativo (CN)
5 Dieta basal + 1500 FTU/ Kg CN + 500 FTU/Kg
6 Dieta basal + 1500 FTU/ Kg CN + 1500 FTU/Kg
7 Dieta basal + 4500 FTU/ Kg Controle negativo (CN)
8 Dieta basal + 4500 FTU/ Kg CN + 500 FTU/Kg
9 Dieta basal + 4500 FTU/ Kg CN + 1500 FTU/Kg
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O programa de alimentacdo adotado foi o de duas fases: inicial (1 a 21 dias) e
crescimento/final (21 a 42 dias). As dietas foram fareladas, a base de milho e farelo de
soja, e foram formuladas para atender os niveis nutricionais propostos por Rostagno et
al. (2011), com reducdo de Ca e P disponivel de 0,16 % e 0,15 %, respectivamente
(Tabela 9). A racdo era pesada conforme a necessidade do boxe para gerenciamento
do consumo e a cada troca de fase era retirada a sobra e distribuida a nova racéo,

sendo que a agua e alimentacéo foram fornecidos a vontade.

A fitase usada no experimento foi uma fitase de E. coli aprimorada (Quantum Blue),
fornecida pela AB Vista (Marlborough, Reino Unido), com uma atividade esperada de
5000 FTU/kg. As Tabela 11 e 12 contém os resultados das analises bromatologicas de
calcio, fésforo e fitase, garantindo que os niveis desejados foram atendidos, nas duas
fases de criagdo: inicial (1 a 21 dias), crescimento/ final (21 a 42 dias), respectivamente.
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Tabela 9- Composicao percentual da dieta basal inicial e crescimento/ final para frangos
de corte

Ingrediente Inicial Crescimento/Final
Farelo de milho 61,12 64,73
Farelo de soja 34,53 29,53
Fosfato bicalcico 1,00 1,64
Oleo 1,20 2,19
Calcario Calcitico 0,94 0,79
Sal 0,42 0,42
L - Lisina HCI (78,4%) 0,20 0,25
DL-Metionina (99%) 0,08 0,24
Premix vitaminico? 0,05 0,05
Premix mineral? 0,10 0,10
Treonina 0,09 0,06
Total 100 100
Niveis calculados

Energia Metabolizavel kcal//kg 2.983 3.100
Proteina Bruta, % 21,27 19,41
Célcio, %° 0,74 0,82
Fésforo disponivel, %2 0,30 0,41
Aminoacidos sulfurados, % 0,87 0,77
Lisina, % 1,21 1,07
Metionina, % 0,47 0,77
Treonina, % 0,79 0,70
Saodio, % 0,21 0,21

1Suplementado por kg de racdo: Vitamina A (min.) 6.000U.1./kg; Vitamina D3 (min.) 2.000U.1./kg; Vitamina
E (min.) 10U.l./kg; Vitamina K3 (min.) 1,6 U.l./kg; Vitamina B1 (min.) 1,4mg/kg; Vitamina B2 (min.)
4mg/kg; Vitamina B6 (min.) 2mg/kg; Vitamina B12 (min.)10 mcg/kg; Niacina (min.) 0,03g/kg; Acido
pantoténico (min.) 0,011g/kg; Acido félico (min.) 0,6mg/kg.

2Suplementado por kg de ragédo: Zn (min.) 0,126g, Cu (min.) 0,0126g, | (min.) 2,52mg, Fe (min.) 0,105g,
Mg (min.) 0,1269.

8 Matriz assumida pela fitase foi: 0,16 % Ca e 0,15 % P disponivel. O valor médio analisado foi: 0,77 %
Ca e 0,53 P total (dieta inicial) e 0,78 % Ca e 0,63 P total (dieta de crescimento/ final).

A instalacdo utilizada foi um galpdo convencional com pressédo positiva o0 com
boxes equipados com comedouros tubulares, bebedouros tipo “nipple” e o material
utilizado como cama foi a casca de arroz. O controle do aquecimento ambiental inicial,
foi realizado com a ajuda lampadas de infravermelho. Para as fases posteriores de
criacdo, o controle da temperatura e ventilacdo foi realizado por meio do manejo de
cortinas, ventiladores e nebulizadores. Diariamente, foram aferidas as temperaturas

maxima, minima e instantanea, bem como a umidade relativa do ar. O programa de luz
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adotado bem como as praticas de manejo adotados foram os preconizados pelo manual
da linhagem (ROSS 308 AP, 2017).

2.2.2. Caracteristicas analisadas

Inicialmente foram avaliadas as fases de mortalidade embrionéria dos ovos
incubados ndo eclodidos: mortalidade inicial (1 a 7 dias), intermediaria (8 a 14 dias) e
mortalidade final (15 a 21 dias). Ademais, avaliou-se a fertilidade (relacdo entre o
namero de ovos férteis e o de ovos incubados), a eclodibilidade (calculada pela divisdo
entre o numero de pintos nascidos e o numero de ovos férteis incubados, multiplicado
por 100) bem como o peso médio dos pintos ao nascer.

Além disto, para fins de coleta do saco vitelinico no dia do nascimento, uma ave
por repeticdo foi selecionada eutanasiada utilizando-se deslocamento cervical. As
amostras de saco da gema foram congeladas e armazenadas em freezer (-30°C) e,
posteriormente, processadas. As amostras foram liofilizadas e analisadas para
determinacao da concentracdo de inositol, glicerol e de minerais (Ca, P, Na, Mg, K, Cu,
Fe, Mn e Zn). A concentracdo de inositol e glicerol do saco da gema foi determinada
utilizando-se a metodologia descrita por Lee et al. (2018). A concentracdo de minerais
foi determinada por espectrometria de emissao O6ptica com plasma indutivamente
acoplado (AOAC, 2006).

As caracteristicas de desempenho estudadas na progénie foram: o ganho de peso
(9), consumo de racédo (g) e a converséao alimentar (g/g) avaliados aos 7, 21 e 42 dias
de idade. O calculo utilizado para o ganho de peso foi atribuido a partir da diferenca
entre o peso médio das aves final com o peso médio das aves inicial, de cada periodo
avaliado. O consumo de racéao foi obtido a partir da diferenca do fornecimento e a sobra
resultante no comedouro para cada periodo avaliado. No que se diz respeito a
conversdo alimentar, foi adquirida a partir da divisdo entre o consumo de racdo e o
ganho de peso em cada periodo avaliado. A mortalidade foi registrada diariamente.

Todas estas caracteristicas foram avaliadas considerando-se a unidade experimental
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3. Andlise estatistica

Os dados foram analisados no JMP Pro v. 14.0 (SAS, Cary, NC). Para eclodibilidade,
qualidade do pintinho e teor de nutrientes da gema, o modelo experimental incluiu a
dieta de matrizes. Os dados de eclodibilidade foram transformados usando
transformacdes de Box-Cox e as médias ndo transformadas sédo apresentadas. Para as
caracteristicas de desempenho da progénie, o modelo experimental incluiu dieta da
reprodutora, dieta da progénie e a interacdo. Todos os fatores do modelo foram
considerados variaveis nominais. Quando os efeitos do modelo foram significativos em
P <0,05, as médias foram avaliadas usando contraste ortogonais lineares e quadraticos.
As tendéncias foram discutidas em P <0.10.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve efeito da dieta (P> 0,10) sobre o peso das reprodutoras de 27 a 50
semanas. O peso médio das galinhas era de 2,6 kg no inicio do experimento e de 4,1
kg na conclusdo do experimento. A atividade da fitase recuperada nas dietas dos
reprodutores foi de 336, 1.160 ou 4.610 FTU/kg para 500, 1.500 ou 4.500 FTU/kg,
respectivamente. A atividade fitase média recuperada nas dietas da progénie foi <50,
360 ou 1.510 FTU/Kkg (inicial) e <50, 670, 1310 FTU/kg (crescimento / final) para 0, 500
ou 1.500 FTU/kg, respectivamente.

Nao houve efeito significativo da dieta da matriz na porcentagem de ovos
férteis e eclodibilidade (Tabela 10). O percentual de mortalidade embrionaria inicial
aumentou linearmente (P <0,05) com o incremento da dose de fitase na dieta da matriz,
enquanto a porcentagem de mortalidade final e ovos bicados (P <0,05) diminuiu a
medida que a dose de fitase aumentou (Tabela 10). O contetdo de inositol no saco
vitelino foi maior na progénie proveniente de matrizes alimentadas com 4.500 FTU/kg
seguida daquela proveniente de matrizes alimentadas com 500 FTU/kg, resultando em

uma influéncia quadratica (P<0,05) para esta caracteristica (Tabela 10). Ndo houve
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efeito da dieta das reprodutoras no conteudo de glicerol do saco vitelinico (P>0,01).
Granghelli et al. (2019) relataram aumentos significativos no conteudo de glicerol da
gema (em ovos ndo incubados) de acordo com o aumento na dose de fitase de 500
para 4.500 FTU/kg. No entanto, o teor de glicerol no saco vitelino, no presente
experimento, foi aproximadamente 45 vezes maior que o medido na gema de ovos nao
incubados de Granghelli et al. (2019).

O teor lipidico da gema aumenta ao longo da incubacdo quando medido nos
dias 6, 9, 12 e 15 do desenvolvimento embrionario conforme relatado por Peebles et al.,
1999. Durante a ultima semana de incubacéo, a oxidacdo dos acidos graxos derivados
da gema fornece ao embrido sua principal fonte de energia (YADGARY; UNI, 2012).
Isto é essencial devido a alta demanda de energia dispendida durante o
desenvolvimento embrionario aliada a incapacidade dos acidos graxos na gema de
fornecer toda a energia necessaria para o embrido. Esta situacdo acaba levando ao
catabolismo anaerobico da glicose que € um processo que depende da quantidade de
reservas de glicogénio nos tecidos e do que € gerado pela gliconeogénese a partir de
aminoacidos, glicerol e lactato. O inositol pode ser sintetizado a partir de glicose no
cérebro, figado, rim e em testiculos de ratos a partir de fosfatidilinositéis (IP2, IP3, PIPs,
PIP3) (HUBER, 2016). Portanto, no experimento atual, a reducdo significativa da
mortalidade embrionéria final e do percentual de ovos bicados, com o aumento da
suplementacao de fitase nas dietas de matrizes, pode ser devido a provisdo de inositol
ou glicerol, atuando como melhoradores do status energético, que é entdo usado pelo
pintinho durante e imediatamente apds o nascimento, impactando na primeira semana

apos o nascimento e na reducdo da mortalidade inicial.
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Tabela 10- Influéncia da suplementacao de fitase em dieta de matrizes de corte sobre a
qualidade da progénie e concentracdo de nutrientes no saco vitelinico no dia da ecloséo

Fitase, FTU/kg

Contraste!
Variaveis 500 1500 4500 SEM?2 Dieta L Q
Ovos férteis, % 97,0 95,9 96,5 1,3 0,92
Eclodibilidade, % 81,5 88,0 84,6 3,1 0,40
M inicial 2, % 3,44 6,01 10,8 1,7 0,02 <0,01 0,61
M intermediaria 2, % 0,00 1,12 0,64 0,5 0,23
M. final 2, % 6,37 1,62 1,46 1,4 0,03 0,02 0,19
Ovos bicados, % 7,46 2,32 1,91 1,9 0,08 0,04 0,31
Inositol, umol/g 1,36 1,22 1,52 0,07 0,02 0,13 0,02
Glicerol, umol/g 158 148 150 8,17 0,66

1L, Contraste linear. Q, Contraste quadratico.
2 Mortalidade inicial (1 a 7 dias), intermediaria (8 a 14 dias) e mortalidade final (15 a 21 dias).
3 Erro padrdo da média.

O desempenho da progénie foi influenciado pela dieta das matrizes em maior
extensdo do que a dieta dos pintinhos fornecida ap6s a eclosdo. Foi observado que o
peso corporal inicial e no 7° dia pds-eclosdo aumentaram linearmente (P <0,05) quando
a dose de fitase na dieta da reprodutora aumentou de 500 para 4.500 FTU/kg (Tabela
11). Como afirmado anteriormente, a nutricAo da matriz pesada pode propiciar um
impacto positivo na taxa de crescimento dos pintinhos. Neste sentido, houve uma
correlacao positiva fraca, mas significativa (P <0,05) entre a concentracao de inositol no
saco vitelino e peso corporal dos pintos no dia da ecloséo (r=0,32) e ao 7° dia (r=0,30)
confirmando a influéncia da nutricdo das matrizes na taxa inicial de crescimento dos
pintos. Nao houve efeito significativo da dieta da matriz no 21° e 42° dia de idade dos
frangos (Tabela 11). Da mesma forma, a suplementacao de fitase na dieta da progénie
nao afetou significativamente o peso corporal durante toda a fase de producédo. Além
disto, ndo houve efeito de interacdo entre dieta da matriz e dieta da progénie para esta
caracteristica.

Avaliando dois niveis de P fitico (0,22% e 0,44%) e trés concentragfes de fitase
(0, 500 e 1.000 FTU/kg de racdo) na alimentacdo de frangos, Liu et al. (2008)
mostraram que a fitase melhorou o ganho de peso de frangos de corte, porém, nao
houve diferengca para os dois niveis estudados. J4 Brunelli et al. (2012) realizaram

experimento com racdo controle e outras duas ragdes suplementadas com fitase (750
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FTU/kg; 1.500FTU/kg de racéo), porém ndo encontraram efeito sobre as caracteristicas
de ganho de peso de frango de corte. Estes resultados estdo em concordancia com os
do presente estudo e, vale destacar, que tanto no experimento de Brunelli et al. (2012)
guanto neste estudo fitase utilizada foi a mesma.

Segundo Laurentiz et al. (2009) a inclusdo de 500 FTU/kg na racéo é suficiente
para garantir o desempenho de frangos quando niveis de P disponivel sdo reduzidos
em media de 18% e 36% em relacdo ao ideal. Por outro lado, estudo conduzido para
comparar os efeitos de diferentes concentracdes de fitase (250, 500 e 2.500 FTU/kg de
racao na dieta) com baixas concentracdes de P disponivel (28 g/kg na fase inicial e 23
g/kg na fase de crescimento), mostraram que o ganho de peso aumentou de modo
linear em resposta a dosagem de fitase quando comparados aos frangos alimentados
com a baixa quantidade de P na dieta (PIRGOZLIEV et al. 2009). Os resultados ainda
mostraram que aves alimentadas com 2.500 FTU/kg de racdo tiveram 6,6% maior
ganho de peso e 2,4% maior conversao alimentar quando comparados aos frangos
alimentados com 500 FTU/kg de racdo. Semelhantemente, Denbow et al. (1995) ao
trabalharem com 200, 400, 600, 800, 1.000 e 1.200 FTU/Kg em dietas para frangos
contendo 0,20; 0,27 ou 0,34% de fésforo disponivel, observaram aumento no ganho de
peso e no consumo de racdo em todos os niveis de P disponivel, mas a maxima
resposta foi obtida com a dieta que continha 0,20 de P néo fitico. Vale destacar, no
entanto, que a fitase utilizada por estes autores era de origem fangica.

O consumo de racao foi afetado pela dieta da matriz ao 7° e 21° dias de idade
(P<0,05), ocorrendo um aumento linear de acordo com elevag¢do na dose de fitase de
500 para 4.500 FTU/kg (Tabela 11). Este resultado pode ser explicado pela relacdo do
ganho de peso corporal inicial e o consumo de racdo, em que aves com maior
desenvolvimento corporal tem melhor desenvolvimento de 6rgéos internos, em especial
intestino, consequentemente possuem maior ingestdo de racdo. N&o houve a
continuidade do efeito da dieta maternal apds 21 dia de idade das aves. E provavel que
essa diferenca seja mais sensivel na fase inicial de alimentacéo, visto que em fase final
de crescimento os frangos de corte tém uma maior voracidade alimentar. Nao houve
efeito significativo para o consumo de ragao durante a suplementacao de fitase na dieta

de frangos de corte no periodo de 1 a 42 dias de idade. Nao foi observado efeito de
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interacdo entre a dieta da matriz x dieta da progénie para variavel consumo de racao
durante todo o periodo de criagao.

Melhorias no consumo de ragéo foi verificada por Donato et al. (2011), com a
suplementacao de 1.200 FTU/kg de fitase de origem fangica em associacdo a 30 % de
reducdo aos niveis de Ca, P disponivel e niveis de proteina bruta. Um estudo realizado
por Pieniazek et al. (2017) em frangos de corte de 1- 42 dias submetidos a reducéo de
12 a 22 % de P disponivel e suplementados com 2.000 FTU/kg de fitase, mostrou
consumo de racdo semelhante ao grupo controle positivo e maior que a suplementacéo
com 500 FTU/kg. Contrario a estes resultados, Brunelli et al. (2012) realizaram
experimento com racdo controle e outras duas racdes suplementadas com fitase (750
FTU/kg; 1.500 FTU/kg de racdo), porém nao encontraram efeito sobre as caracteristicas
de consumo de ragao de frango de corte.
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Tabela 11- Influéncia da suplementacdo de fitase na dieta de matrizes de corte e da
progénie e o efeito subsequente sobre o peso corporal e consumo de racdo de frangos
de corte no periodo de 1 a 42 dias de idade

Fitase, FTU/kg Peso corporal
Dieta matriz Dieta progénie Inicial Dia 7 Dia 21 Dia 42
(9, ave) (9, ave) (9, ave) (9, ave)
500 47,7 168 901 2858
1.500 47,9 173 926 2872
4.500 48,6 181 929 2862
SEM 0,29 2,07 12,3 39,3
0 47,9 175 908 2848
500 48,3 172 910 2893
1.500 48,0 175 938 2852
SEM! 0,29 2,08 12,2 39,3
Dieta matriz 0,08 <0,01 0,22 0,97
Linear 0,03 <0,01
Quadréatico 0,53 0,70
Dieta Progénie 0,70 0,39 0,17 0,66
Interacdo 0,39 0,60 0,68 0,62
Fitase, FTU/kg Consumo de racao
Dieta Matriz Dieta Progénie Dia 7 Dia 21 Dia 42
(9, ave) (9, ave) (9, ave)
500 126,1 1138,4 4713,6
1.500 131,1 1154,4 4753,0
4.500 146,5 1200,0 4830,1
SEM 1,96 16,9 48,3
0 1334 1140,5 4693,9
500 134,8 1169,5 4781,9
1.500 135,4 1182,8 4821,0
SEM? 1,96 16,9 48,4
Dieta Matriz <0,01 0,03 0,24
Linear <0,01 0,01
Quadratico 0,03 0,47
Dieta Progénie 0,70 0,22 0,18
Interacao 0,84 0,91 0,51

L Erro padrao da média.
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Em relacdo a conversdo alimentar, o efeito da dieta maternal
continuou até os 21° dias apos a ecloséo, tendo uma tendéncia deste efeito até 42 dias
de idade dos frangos. Houve aumento quadratico no 7°, 21°, 42° dia de idade de idade
dos frangos de corte (P <0,05, P <0,01 e P=0,09, respectivamente), em que observou-
se pior conversao alimentar com a utilizacdo de 4.500 FTU/kg de fitase (Tabela 12).
Além disto, houve efeito significativo quadratico da suplementacao de fitase na dieta de
frangos de corte no 21° dia de idade, sendo que ocorreu aumento da conversao
alimentar quando a dose de 500 FTU/ Kg foi utilizada. Nao foi observado efeito de
interacdo entre a dieta da matriz x dieta progénie sobre a conversao alimentar.

Trabalho realizado por Liu et al. (2008), avaliando dois niveis de P fitico (0,22%
e 0,44%) e trés concentracdes de fitase (0O FTU/kg, 500 FTU/kg e 1.000 FTU/kg de
ragdo) na alimentacdo de frangos, mostraram que a fitase melhorou a taxa de
conversdo alimentar de frangos de corte, porém, ndo houve diferenca entre a
suplementacdo de 500 FTU/kg e 1.000 FTU/kg na racdo. Diferente do presente estudo,
que encontrou piora na taxa de conversao alimentar aos 21 dias de idade com a
suplementacao de fitase de 500 FTU/kg na dieta de frangos de corte com tendéncia de
aumento linear, de acordo com o incremento das doses de fitase, aos 42 dias de idade
dos frangos.

Segundo estudo feito por Donato et al. (2011), houve melhora no ganho de
peso e no consumo de ragcao de frangos com a suplementacdo de 1.200 FTU/kg de
fitase associado a 30 % de reducao aos niveis de Ca, P disponivel e niveis minimos de
proteina bruta. No entanto, nenhum resultado foi observado para conversao alimentar.
Em outros estudos, a inclusdo de 1.500 FTU/kg na racdo melhorou o desempenho,
particularmente a taxa de conversdo alimentar de frangos alimentados com dietas
contendo niveis reduzidos de Ca (0,16%) e P disponivel (0,15%). Os autores afirmam
que as melhorias na eficiéncia alimentar estdo associadas a destruicdo do fitato e
remocao dos seus efeitos antinutritivos, promovendo assim digestdo mais eficiente
(WALK et al., 2013; WALK et al., 2014).
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Tabela 12- Influéncia da suplementacdo de fitase na dieta de matrizes de corte e da
progénie e o efeito subsequente sobre a conversdo alimentar em frangos de corte no
periodo de 1 a 42 dias de idade

Fitase, FTU/kg Converséao alimentar, g
Dieta matriz Dieta progénie Dia 7 Dia 21 Dia 42
(9/ ave) (g/ ave) (g/ ave)
500 1,05 1,33 1,70
1.500 1,04 1,31 1,68
4.500 1,08 1,37 1,71
SEM 0,01 0,01 0,01
0 1,04 1,32 1,68
500 1,07 1,37 1,70
1.500 1,06 1,33 1,72
SEM! 0,01 0,01 0,01
Dieta matriz 0,02 <0,01 0,09
Linear 0,02 0,06 0,21
Quadréatico 0,06 <0,01 0,07
Dieta Progénie 0,31 0,03 0,07
Linear 0,66 0,02
Quadratico 0,01 0,79
Interacao 0,39 0,80 0,85

L Erro padrao da média.

Os resultados de desempenho obtidos neste experimento contradizem a
hipétese de que o desempenho das aves possa continuar a melhorar com o aumento
da suplementacdo de fitase nas dietas acima dos padrbes recomendados pela
industria. A auséncia de efeitos com a suplementacdo em doses crescentes de fitase
na dieta de frangos para as caracteristicas de peso corporal, consumo de racéo e piora
na taxa de conversao aos 42 dias de idade das aves, pode ser consequéncia de uma
insuficiente reducdo dos niveis de Ca e P disponivel na dieta. Segundo Persia e Saylor
(2006) o desempenho de frangos e a suplementacdo de fitase na dieta podem ser
dependentes dos niveis de P néo fitico. Segundo estes autores a suplementagéo de
600 FTU/kg em dietas para frangos resultaram em aumento no ganho de peso,

consumo de racdo, porcentagem de cinzas nas tibias e reducdo da mortalidade de



82

frangos. Os autores mostraram que a fitase foi capaz de reduzir os requerimentos de P
nao fitico em 8,5% para o ganho de peso, 3,5% para o consumo de racao e 6,5% para
a porcentagem de cinzas na tibia. O efeito da fitase foi mais evidente em baixas
concentracbes de P nédo fitico do que em dietas com altas concentracdes deste
nutriente.

No entanto, estudo conduzido por Karadas et al. (2010), mostraram que as
aves que consumiram dietas contendo 12.500 FTU/kg de racdo tiveram 6 % maior
ganho de peso e 9.4 % menor conversao alimentar quando comparadas com as aves
gque consumiram a dieta controle positivo. Provavelmente, se o presente estudo
contivesse doses mais elevadas de fitase na dieta da progénie, poderia ser observado
melhoria no desempenho dos frangos de corte.

Por outro lado, melhorias no peso (nascimento e 7 dias de idade), consumo de
racao (7 e 21 dias de idade) e conversdo alimentar (7, 21 e 42 dias de idade), foram
observadas na progénie no presente estudo apenas com a suplementacdo maternal,
sugerindo a nédo necessidade de utilizacdo de fitase para frangos de corte, caso as
reprodutoras pesadas tenham sido alimentadas com doses mais altas de fitase. Porém,
mais estudos precisam ser realizados para compreender melhor a relacdo dos efeitos
da suplementacao de fitase na dieta de matrizes sobre a progénie.

A suplementacdo de fitase na dieta maternal influenciou a concentracdo de
macrominerais no saco da gema. Houve efeito quadratico nas concentragdes de Mg e K
(P<0,01) com aumento da concentracdo destes minerais até a dose de 1.500 FTU/ kg
de fitase (Tabela 13). Em relacdo a concentracdo de Na, observou-se efeito linear
(P<0,05) com o aumento da dose de fitase na dieta da maternal (Tabela 13). As
melhorias da disponibilidade de Na, Mg, e K podem ser explicadas pela melhora da
absorcdo de minerais como consequéncia da reducao da concentracdo de fitatos nas
dietas conforme observado em outras em outras espécies (SOTO- SALANOVA;
SANTOS., 2013; PEATMAN; BECK, 2016; ROJAS et al., 2017) e foi alcancada no
presente estudo, particularmente nas dietas contendo 1.500 e 4.500 FTU/Kg de
inclusdo de fitase. Nado foi observado efeito significativo nas concentracbes dos
minerais Ca e P (Tabela 13). Isso pode ser explicado pelo aumento da demanda de Ca

e P no desenvolvimento embrionario, visto que melhoras foram encontradas em estudo
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prévio com a suplementacéo de fitase em dieta de matrizes de corte em gema de ovos
(GRANGHELLI et.al., 2019).

As concentracdes de microminerais no saco da gema também foram
influenciadas pela suplementacéo de fitase na dieta maternal. Houve efeito significativo
e quadrético na concentracdo de Mn (P< 0,05), aumentando sua concentracao até a
dose de 1.500 FTU/kg. Houve tendéncia nos resultados da concentracdo de Zn
(P=0,06), observando-se aumento linear de acordo com o acréscimo na dose de fitase.
Este resultado para Mn e Zn, pode ser consequéncia da reducédo de fitato na dieta,
devido a quebra desta molécula propiciando aumento da disponibilidade de
microminerais, semelhantemente ao que ocorreu com 0s macrominerais. Os minerais
Cu e Fe nao foram influenciados pelo aumento da dosagem de fitase na dieta de
matrizes pesadas. Em estudo realizado por Granghelli et al. (2019), foi observado
melhorias na disponibilidade de Cu em gema (ovos nao incubaveis) quando se utilizou
a suplementacdo de 1.500 FTU/kg. Este resultado mostra um suposto aumento de
demanda na utilizagdo de Cu no desenvolvimento embrionario. Em se tratando do Fe,
nao houve efeito das dosagens de fitase na dieta, assim como nao foi observado
diferencas em gema de ovos néo incubaveis (GRANGHELLI et., 2019).
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Tabela 13- Influéncia da dieta de matrizes de corte sobre a concentracdo de
macrominerais e microminerais no saco vitelinico no dia do nascimento

Dieta Fitase, FTU/kg Ca Na Mg K P
(%) (%) (%) (%) (%)
1 500 0,975 0,116 0,036 0,101 0,534
2 1.500 1,040 0,129 0,046 0,139 0,539
3 4.500 1,105 0,136 0,036 0,118 0,507
SEM?! 0,078 0,006 0,002 0,006 0,015
Dieta 0,49 0,05 <0,01 <0,01 0,28
Linear 0,01 0,83 0,05
Quadratico 0,66 <0,01 <0,01
Dieta Fitase, FTU/kg Cu Fe Mn Zn
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
1 500 7,39 51,7 3,28 38,4
2 1.500 11,70 46,9 4,45 44,5
3 4.500 18,83 46,4 2,98 48,9
SEM?! 5,24 3,1 0,37 3,2
Dieta 0,29 0,40 0,02 0,06
Linear 0,58 0,02
Quadratico <0,01 0,82

L Erro padréo da média.

Diferengas observadas nas concentragcdes dos minerais Na, K, Mn, Zn no saco
gema, apontam que o fitato pode interferir ndo apenas na absorcdo de Ca e P,
proporcionando um efeito muito mais amplo na nutricdo animal. Pode-se dizer que a
maior concentracdo mineral no saco gema pode ter efeito direto na eclodibilidade e no
desenvolvimento inicial de pintos, conforme demonstrado pelos resultados observados

no presente estudo.
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5. CONCLUSOES

A nutricdo de matrizes melhorou a taxa de crescimento inicial e reduziu a
mortalidade embrionaria final. As doses crescentes de fitase aumentaram a
concentracdo de inositol do saco da gema, que pode ter sido utilizada pelo embrido
como fonte de energia durante a ecloséo. Além disto, houve aumento na disponibilidade

de macro e micro minerais pela quebra da molécula de fitato.
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