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INTERACAO DE XILANASE E FITASE EM DIETAS A BASE DE MILHO E
FARELO DE SOJA PARA FRANGOS DE CORTE

RESUMO

A digestibilidade pode ser afetada negativamente por compostos presentes nas
ragdes de frangos. As dietas a base de milho e farelo de soja s&o consideradas de
elevada digestibilidade, mas contém baixas quantidades de polissacarideos nao
amilaceos (PNA), que sdo compostos indigestiveis pelas enzimas endogenas e
dificultam a digestibilidade dos nutrientes. Apesar da baixa concentracdo
encontrada, os nutrientes estdo envoltos pela parede celular que é rica nesses
compostos, dificultando a digestdo de nutrientes do interior da célula. O fitato € outro
agente indigestivel pelas enzimas enddégenas que pode prejudicar a digestao das
aves. Ele se complexa com a proteina e minerais, principalmente o fésforo e também
agride a mucosa o que o0 torna potente fator antinutricional. Dessa maneira,
adicionando enzimas exdgenas que hidrolisem esses compostos, hd melhorias no
desempenho das aves. As carboidrases atuam hidrolisando os PNA e a fitases
atuam no fitato. Porém os resultados dos estudos ainda sdo muito controversos
devido a inumeros fatores como dose enzimatica, substrato da enzima, qualidade da
matéria prima, pH, entre outros. Com o intuito de verificar a interacdo entre as
enzimas fitase e xilanase, foram realizados dois experimentos avaliando
metabolizabilidade de dietas a base de milho e farelo de soja (1% experimento) ou
isoladamente do milho (2° experimento) com ou sem a inclusdo de xilanase e fitase
em frangos de corte. Ambos utilizaram 560 pintos de corte divididos em 8
tratamentos com 10 repeticbes de 7 aves cada. Os tratamentos experimentais
(dietas ou milho) foram quatro niveis de xilanase (0, 50, 100 e 150 ppm) e dois niveis
de fitase (0 e 100 ppm) em delineamento totalmente casualizado em esquema
fatorial (2x4). Foi realizada a coleta parcial de excretas e coleta do conteudo ileal.
Foi verificada interagdo nos coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca
(CMAMS) e na energia metabolizavel aparente (EMA) da dieta, em que até a dose
de 50 ppm de xilanase, ndo houve diferencas entre sem e com fitase, a partir da
dose 100 ppm de xilanase a inclusdo de fitase aumenta esse coeficientes na dieta
(P<0,05). Entretanto ndo houve interagdo no coeficiente de digestibilidade ileal da
proteina bruta (CDAIPB) da dieta, mas foi observado efeito isolado das enzimas. Foi
encontrado efeito quadratico e Linear Response Plateau (LRP) para CMAMS da
dieta e aumentou linearmente a EMA e CDAIPB com fitase na dieta. Isso pode
evidenciar um efeito aditivo entre as enzimas na dieta. No milho, ndo foram
encontradas interagdes. Entretanto para todas as varidveis do milho o efeito da
fitase positivo. O efeito da xilanase s6 nao foi visualizado no CDAIPB do milho.
Quando se adicionou somente a xilanase, aumentou linearmente os CMAMS e a
EMA. Entretanto, quando se adiciona a fitase, foram encontrados efeitos de LRP em
que o CMAMS e EMA respondem somente até a inclusdo de 50 ppm de xilanase.
Isso pode demonstrar um efeito ndo adicional das enzimas no milho. Com esses
resultados, podemos concluir que as enzimas atuam em outros ingredientes da dieta
como o farelo de soja.

Palavras-chave: digestibilidade; fitato; LRP; polissacarideos ndo amilaceos



INTERACTION XYLANASE AND PHYTASE IN CORN-SOY DIETS FOR
BROILERS

ABSTRACT

The digestibility may be adversely affected by compounds present in the diets of
broilers. Diets based on corn and soybean meal are considered highly digestible but
contains low amounts of NSP, which are indigestible compounds by endogenous
enzymes and hinder nutrient digestibility . Despite the low concentration, nutrients
are surrounded by the cell wall which is rich in these compounds, hindering the
digestion of compounds within the cell. Phytate is another indigestible by
endogenous agent apparatus that can impair digestion of birds . It complex with the
protein and minerals, especially phosphorus and also affects the mucosa which
makes potent anti-nutritional factor. Thus, by adding exogenous enzymes that
hydrolyze these compounds, there are improvements in bird performance. The
carbohydrases act by hydrolyzing the NSP in phytate and phytase act. But the results
of the studies are still very controversial due to numerous factors such as enzyme
dosage, enzyme substrate, raw material quality, pH, among others. In order to verify
the interaction between the enzymes phytase and xylanase, two experiments were
conducted to evaluate metabolizable diets based on corn and soybean meal (1st
experiment) or isolation of maize (2nd experiment) with or without the inclusion of
xylanase and phytase in broiler chickens. Both used 660 broiler chicks divided into 8
treatments with 10 replicates of 7 birds each. The experimental treatments ( diets or
corn) were four levels of xylanase ( 0, 50 , 100 and 150 ppm ) and two levels of
phytase ( 0 and 100 ppm) completely randomized factorial (2x4) design . Partial
excreta collection and collection of ileal contents was performed. Interaction was
verified in coefficient of metabolizable dry matter (CMAMS) and apparent
metabolizable energy (EMA) of the diet. Until the dose of 50 ppm of xylanase , there
were no differences between with and without phytase dose 100 ppm of xylanase
was observed , from the inclusion of this coefficient increases phytase in the diet ( P
< 0.05). However it was no interaction in the coefficient of ileal digestibility of crude
protein (CDAIPB) diet, but isolated effect of the enzymes was observed. Quadratic
effect was found for LRP and CMAMS diet and increased linearly CDAIPB AME and
phytase in the diet. This can demonstrate an effect of the addition of enzymes in the
diet. In maize, no interactions were found. However for all variables of corn the
positive effect of phytase. The effect of xylanase was not only viewed CDAIPB corn.
When you add only the xylanase, linearly increased CMAMS and EMA. However,
when phytase is added , effects LRP on the CMAMS and EMA, respond only to the
inclusion of xylanase than 50 ppm were found. This may demonstrate no additional
effect of enzymes in maize. With these results, we can assume that the enzymes act
on other dietary ingredients such as soybean meal.

Key words: digestibility; non-starch polysaccharides; LRP; phytate



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

1.1. INTRODUGAO

O desempenho produtivo e a saude intestinal das aves podem ser afetados
negativamente por ingredientes da dieta que contém substancias antiqualitativas.
Esses compostos causam efeitos adversos que nem sempre podem ser
visualizados, porém, mesmo assim, causam perdas econdmicas na producdo de
frangos por diminuirem a eficiéncia produtiva.

Ingredientes de origem vegetal contém polissacarideos ndao amilaceos (PNA)
que sao acgucares simples indigestiveis. Segundo Penz (1998), além da baixa
digestibilidade, aumentam a viscosidade do conteudo intestinal, diminuindo a
velocidade de passagem dos alimentos, dificultando a acdo de enzimas enddgenas
e também a producdo de muco. Os PNA também atuam como barreira fisica de
enzimas digestivas, reduzindo o aproveitamento dos nutrientes dos graos (RIZZOLI,
2009).

Outro fator antiqualitativo, presente nos vegetais, é o acido fitico, que €é a
reserva de fosforo dos vegetais (CHERYAN, 1980). Esse composto é indigestivel, e
se complexa com outros minerais (FIREMAN e FIREMAN, 1998) e com a proteina
(KORNEGAY, 1996), o que prejudica a digestao e absor¢cdo desses nutrientes, além
disso, causa perdas endégenas (SELLE et al., 2006).

A maioria das dietas para frangos sao formuladas a base de milho e farelo de
soja que sao considerados ingredientes de elevada digestibilidade, apresentando
baixa quantidade de PNA’s (SORBARA, 2008). Apesar disso, sdo de origem vegetal,
portanto possuem parede celular que é rica nesses compostos indigestiveis,
capazes de reter os nutrientes no interior da célula. Isso faz com que os nutrientes
figuem indisponiveis para a atuacao das enzimas enddgenas.

Esses efeitos negativos podem ser reduzidos com adicdo de enzimas
exégenas na dieta. Essas enzimas atuam de duas maneiras: as fitases, xilanases, [3-
glucanases, as quais ndo sao produzidas pelas aves, hidrolisam compostos como
fitatos e PNA. Enquanto que proteases, lipases e amilases atuam complementando

a atuagao de enzimas endégenas.



Baseado nisso, esse trabalho tem o objetivo de avaliar a adi¢do de xilanase e
fitase, atuando de forma conjunta, na digestibilidade e metabolizabilidade de dieta a

base de milho e farelo de soja ou somente do milho em frangos de corte.



1.2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1. Substratos para xilanase e fitases em dietas a base de milho e farelo de

soja.

1.2.1.1. Polissacarideos nao amilaceos

Todas as plantas, desde madeiras a graos, tém em sua composicao
polissacarideos nao-amilaceos (PNA) (SUOSTROM, 1993), isso porque a parede
celular das células vegetais contém esses compostos principalmente arabinoxilanas
e beta-glucanos (PALOHEIMO et al., 2011). Os PNA’s sao divididos em celulésicos
(polimero mais abundante do planeta) que sao cadeias de glicoses ligadas por
ligacdes beta-1-4; ndo-celulésicos que podem ser arabinoxilanas, xilanas, que séo
compostos de xilose, arabinose, manose, galactose também ligadas por ligacdes
beta-1-4 e pectinas (CHOCT et al, 2004). Entretanto as aves ndo possuem codigo
genético para produzir enzimas capazes de hidrolisar essas ligacdes o que torna
esses compostos indigestiveis.

Os PNA séao polimeros de agucares simples, porém devido a natureza das
cadeias de ligacoes dos agucares, sao resistentes a hidrélise no trato gastrointestinal
de monogastricos (BRITO et al., 2008). Segundo Penz (1998), além da baixa
digestibilidade, esses compostos, que também podem ser chamados de fibras nao
amilaceas, podem causar outro problema aos animais, pois se nao hidrolisados,
aumentam a viscosidade do conteudo intestinal, diminuindo a velocidade de
passagem dos alimentos, dificultando a agdo de enzimas enddgenas e prejudicando
a difusado e o transporte de nutrientes. Além da viscosidade os PNA’s podem atuar
como barreira fisica de enzimas digestivas, como amilase e protease, reduzindo o
aproveitamento dos nutrientes dos graos (RIZZOLI, 2009).

Os PNA sao divididos em duas categorias de acordo com sua solubilidade:
soluvel e o insoluvel. A fracao sollvel € composta, principalmente, pela hemicelulose
que é, por sua vez, formada por arabinoxilanas, p-glucanos e pentosanas.Segundo
Carré et al. (2004), os PNA’s que sao soluveis em agua, aumentam a viscosidade, o

que diminui a digestibilidade dos nutrientes em frangos. Isso é explicado pelo fato



destes compostos formarem uma camada de agua entre o nutriente e a enzima,
impedindo sua atuacgao e por consequéncia diminuindo a digestibilidade (BEDFORD
e MORGAN, 1996). A viscosidade da digesta aumentada pelos PNA sollveis ocorre,
principalmente, pela presenca das fragdes sollveis que sao parte da hemicelulose,
B-glucanos e arabinoxilanos (OLIVEIRA e MORAES, 2007; TAVERNARI et al.,
2008). Segundo os mesmos autores, essa solubilidade pode causar diversos
problemas como excretas aquosas, em funcado da alta retengcdo de agua no trato
gastrointestinal dos animais. Esse fato pode prejudicar a qualidade da cama,
podendo interferir na formacdo de aménia na cama, formacdo de cascao
favorecendo o aparecimento de calos de pé, etc.

A fracao insoluvel pode estar encapsulando os nutrientes pela sua estrutura
gue é indigestivel, se tornando uma barreira entre a enzima e o nutriente (WYATT et
al., 2008). Isso faz com que a porc¢ao insoluvel atue como uma barreira fisica entre o
nutriente e o aparato enzimatico endégeno. Portanto quanto maior a concentracao
desses compostos, menor o valor nutritivo do ingrediente (CHOCT e ANNISON,
1990; ANNISON e CHOCT, 1991; CHOCT, 1997).

Na Europa é comum dietas com altas concentracées desses compostos
devido a base da formulacdo ser cereais de inverno (como trigo e cevada),
ingredientes que possuem alta quantidade de PNA. Entretanto, no Brasil, Estados
Unidos e paises asiaticos, a maioria das dietas é formulada a base de milho,que
segundo Gracia et al. (2003), ndo apresentam alta quantidade de PNA. A tabela 1
apresenta o teor de PNA de ingredientes utilizados na nutricdo animal. Portanto o
milho ndo apresenta muitos problemas com digestibilidade causados por esses
compostos.Entretanto, a fonte protéica dessas dietas normalmente advém do farelo
de soja, o qual pode conter quantidades consideraveis de PNA (CHOCT, 1997). A
maioria desses sao encontrados na forma insoluvel, conseqientemente nao
aumentam a viscosidade intestinal (SORBARA, 2008), assim pouco interfere na

digestéo.



Tabela 1. Quantidade de polissacarideos ndo amilaceos nos diferentes ingredientes
na matéria seca (%)

Polissacarideos nao-amilaceos

Alimento

Soluvel Insolavel Total
Trigo 2,4 9,0 11,4
Centeio 4,6 8,6 13,2
Cevada 4,5 12,2 16,7
Milho 0,1 8,0 8,1
Sorgo 0,2 4,6 4,8
Soja 2,7 16,5 19,2

(Adaptado CHOCT, 1997)

Entretanto, segundo Smith e Annison (1996) o milho e o farelo de soja
possuem quantidades consideravel desses compostos sendo aproximadamente 8%
no milho, a maior parte cerca de 6% na forma insoluvel, enquanto o farelo de soja
possui em torno de 27% de PNA’s, sendo apenas 6% na forma soluvel. Segundo
Charlton (1996) na soja esses compostos sdo em sua maioria encontrados na forma
de pectinas, hemiceluloses e oligassacarideos (rafinose e estaquiose).Essa
quantidade é o suficiente para causar efeitos nos animais que ingerirem racdes
formuladas com esses ingredientes.

Dietas a base de milho e farelo de soja geralmente ndo apresentam grandes
problemas causados por esses compostos, porém, ainda assim, apresentam
nutrientes envoltos pela parede celular e, portanto, indisponiveis para a atuacao de
enzimas enddgenas. Uma alternativa para resolver esse problema € adicionar
enzimas exogenas a dieta que hidrolisem esses compostos, liberando os nutrientes

que possam estar encapsulados.

1.2.1.2. Fitato

O fitato € a maior fonte de reserva de fésforo nas plantas (REDDY at al.,
1982; NEWMAN, 1991), que quando esterificado no alcool ciclico inositol com seis
grupos de acido fosférico forma o acido fitico (HEINZL, 1996). Esse composto

também pode se complexar com outros cations bivalentes como calcio (Ca),



manganés (Mn), magnésio (Mg), ferro (Fe) e zinco (Zn) (FIREMAN e FIREMAN,
1998), esses compostos complexados podem formar a fitina nas sementes.

Segundo Cheryan (1980) a principal funcdo do &cido fitico presente nos
vegetais é a reserva de grupos fosfatos reativos, ou seja, uma fonte de fésforo para
as sementes, estoque energético, fonte de cations e segundo Reddy et al.(1982)
pode também ser responsavel pela iniciagcdo da dorméncia. Entretanto, ha variacao
na quantidade de fésforo fitico presente nos alimentos vegetais como demonstrado
na Tabela 2, e na parte da planta onde € mais concentrado (SELLE et al.; 2003). No
milho, segundo Baker (1991), o fitato € encontrado principalmente no gérmen e na
soja, encontra-se principalmente associado aos corpos protéicos distribuido por toda

semente.

Tabela 2. Percentagem de fésforo, fésforo fitico e fésforo disponivel dos ingredientes
vegetais utilizados em ragdes para frangos.

Ingrediente P total (%) P fitico (% P Total) P disponivel (%)
F. Arroz 1,61 80 19,9

F. Girassol 1,5 77 -

F. Soja 0,65 60 32,3

F. Trigo 0,99 71 33,3

Milho 0,24 72 33,3
Sorgo 0,26 66 34,6

Adaptado Rostagno et al. (2005)

Ainda, segundo Kornegay (1996), em pH acido a neutro, pode apresentar
poder quelante para proteinas. Também em pH acido pode precipitar o Fe+3 (GRAF,
1983) e em pH préximo de 6,5, sdo formados os complexos entre Cobre > Zinco >
Cobalto > Manganés > Ferro > Célcio e o fitato na respectiva ordem de afinidade
(OBERLEAS, 1973).

Quando a fitina presente nos ingredientes de origem vegetal é solubilizada no
proventriculo e na moela, em pH 2,5 a 3,0 o composto passa a ser chamado de
acido fitico que é livre e reativo. Entretanto, com o avanco do alimento pelo trato da
ave, ha um aumento de pH, e entdo ha a ligacao do acido fitico com minerais e
proteinas (SELLE et al, 2006). Esse composto forma o fitato, que diminui sua
solubilidade e facilidade de hidrolise (MAENZ et al., 1999).



Caso o fitato fosse hidrolisado pelo animal seria uma fonte rica em fésforo
(ONYANGO et al., 2005), porém os monogastricos apresentam quantidade
insuficiente de fitase enddgena para digerir efetivamente o fitato (NELSON, 1967).
Isso faz com que haja a necessidade de suplementacdo de fonte inorgénica de
fésforo na dieta, fazendo com que os custos aumentem. Portanto, o fésforo é o
terceiro nutriente mais caro da dieta de frangos depois da energia e da proteina
(BIEHL et al., 1998). Além da liberacao de fosforo, a hidrélise do fitato pode liberar
outros nutrientes que possam estar quelatados. Ambos aspectos viabilizam a
utilizacdo de enzimas que hidrolisam esse composto nas dietas de frangos de corte.

1.2.2. Enzimas Exégenas

As enzimas digestivas sdo proteinas que atuam como catalizadores
bioldgicos sobre substratos especificos. Na nutricdo aumentam a digestibilidade de
nutrientes especificos das matérias primas ou da ragcao como um todo (ZANELLA,
1998).

As primeiras enzimas exogenas foram adicionadas a dietas de animais com
intuito de reduzir os efeitos de PNA como os aribinoxilanos e os beta-glucanos de
dietas a base de trigo, triticale, cevada e centeio (CHOCT et al., 2004). Entretanto,
normalmente dietas a base de milho e farelo de soja sdo consideradas de baixa
viscosidade (CHOCT, 1997), tornando a utilizacao dessas enzimas questionavel.
Poréma partir da década de 90, surgiram as fitases que ndo s6 melhoram a
disponibilidade do fésforo fitico, mas também reduziram sua excregdo no ambiente
(BARLETTA, 2011). Segundo o mesmo autor, essas enzimas além de
disponibilizarem o fosforo fitico aumentam a digestibilidade da energia e da proteina.

Atualmente estuda-se a atuacdo de complexos multienzimaticos com as
enzimas trabalhando em conjunto para melhorar a digestibilidade. Algumas enzimas
sdo adicionadas na dieta com intuito de complementar quantitativamente a atuacéo
de enzimas enddgenas e outras para hidrolizar compostos que prejudiquem a
digestdo. Porém pouco se sabe sobre a interacdo dessas enzimas dentro do trato do
animal.

Contudo, ha diferentes formas das enzimas exégenas atuarem mas todas sao
adicionadas as dietas com intuito de melhorar a digestibilidade.
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1.2.3. Atuacao das carboidrases

No ovo, a maioria da energia advém de fontes lipidicas e, logo que os
pintainhos eclodem os carboidratos passam a ser sua principal fonte de energia.
Porém aos 18 dias de idade no interior do ovo ja é observado atividade de a-amilase
no pintinho (MORAN, 1985; SKLAN, 2001). Entretanto a atividade enzimatica é
muita baixa (NIR et al., 1993) e o aumento da secrecao de amilase esta ligado ao
aumento da ingestdo de alimento (MORAN, 1985). Portanto ha deficiéncia de
aparato enzimatico para digestao de carboidratos nessa fase.

A mistura de amilase, protease e xilanase em dietas a base de milho e farelo
de soja, pode beneficiar o desempenho zootécnico de frangos e isso pode indicar
que esses animais tém deficiéncias na producao enzimatica enddégena em algumas
fases da vida (ZANELLA et al., 1999).

Outra forma de atuacdo das carboidrases esta no rompimento da parede
celular dos ingredientes de origem vegetal, principalmente os compostos insollveis,
facilitando a atuacao de enzimas enddgenas sobre substrato (CHOCT et al, 2004).
Segundo Cowieson (2005), a utilizacdao de carboidrases aumenta o acesso de
enzimas pela hidrolise do arabinoxilano da parede celular. Isso pode justificar o
aumento da energia metabolizavel das dietas a base de milho e farelo de soja com a
utilizacdo de complexos enzimaticos, composto basicamente formado por amilases,
proteases e xilanases. Desta forma uma enzima libera compostos do interior das
paredes vegetais e as outras atuam complementando a atuagcédo das enddgenas.

Entretanto, mesmo com presenca de substrato, algumas enzimas como
xilanases, pentosanases, glucanases e fitases ndo sdo secretadas pela ave, pois 0
cbédigo genético das aves nao tem a expressao para a sintese dessas enzimas
(PENZ Jr., 1998). Portanto por mais que esses compostos estejam na dieta, a
digestao enzimatica deles ndo sera realizada sem auxilio de enzimas exdgenas.

As xilanases sao produzidas por microrganismos livres, fungos, algas,
protozoérios e sementes de plantas (PALOHEIMO et al, 2011) e sao adicionadas a
dietas com o objetivo de diminuir a viscosidade da dieta e aumentar a digestdo de
compostos como xilanos e principalmente de arabinoxilanos. Embora carboidrases
proporcionem melhoria na digestibilidade dos nutrientes, segundo Carré (2004), esse
efeito ndo pode ser somente atribuido a queda na viscosidade da dieta, mas
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também a melhora na disponibilidade dos nutrientes que estdo aprisionados nos
PNA.

1.2.4. Atuacao das fitases

Os resultados positivos obtidos com a inclusdo de fitase na dieta
provavelmente sao relacionados com a ligacdo do fitato com o fésforo e demais
nutrientes. A fitase quebra a ligacdo entre o fitato e o mineral, liberando-os para a
absorcdo, isso aumenta a digestibilidade reduzindo a excrecdo no ambiente
(SEBASTIAN et al.,, 1996). Selle e Ravindran (2007) relataram também uma
melhora na diegestibilidade de aminoacidos, segundo os autores esse resultado foi
alcancado pela liberacao das moléculas ligadas ao hexafosfato inositol pela hidrolise
realizada pela fitase.

A presencga do fitato nas dietas das aves piora a EM e a digestibilidade de
aminoacidos nao sé pela ligacdo que esse composto possui com os nutrientes, ou
dificultar o acesso de enzimas digestivas, mas também pelas perdas endbgenas
(SELLE et al., 2006) causada pela agressao do fitato a mucosa intestinal. Segundo
Cowieson et al. (2006), o fitato altera o turnover das células intestinais, aumentando
a producao de mucinas e conseqgientemente a perda de nitrogénio enddgeno.

Dessa maneira os efeitos da fitase ndao podem ser somente atribuidos a
liberacdo de nutrientes. O fitato € um importante agressor da mucosa intestinal de
frangos,portanto sua hidrolise proporciona melhora de resultados nas
aves(COWIESON et al., 2009).

1.2.5. Digestibilidade

Utilizando dietas suplementadas com 16.000 unidades de xilanase por kg de
racao, Singh et al. (2012), ndo encontraram diferencas significativas no desempenho
de frangos. No mesmo trabalho, os autores ndo encontraram diferengas entre peso
dos cortes nobres (peito, coxa, sobrecoxa e asa). Gracia et al. (2003), melhorou CR,
GP e CA de frangos em diferentes idades utilizando 40 ppm de a-amilase.

Entretanto frangos alimentados com dietas contendo amilase apesar de

aumentar o consumo de racao € o ganho de peso em dietas com decréscimo na
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energia ndo apresentam melhora na conversédo alimentar (SORBARA et al.,2009).
Nesse trabalho os autores ndo encontraram diferencas na conversao alimentar entre
o controle positivo e o controle negativo que era o que continha menos energia, e
isso pode significar que havia um excesso de energia na dieta basal, pois mesmo
com decréscimo na energia nao houve diferenca.

Utilizando carboidrases isoladas ou em complexos multienzimaticos com ou
sem proteases, Aftab (2012), em uma revisdo encontrou um aumento de 0,8 a 10%
no ganho de peso. Entretanto, na conversdo alimentar os resultados foram
controversos.

Os resultados de digestibilidade em trabalhos com enzimas encontrados na
literatura podem se diferenciar em funcao de inumeros fatores. Uma delas é que
existem varias metodologias para avaliar a digestibilidade dos ingredientes, isso
pode alterar o resultado. Além das diferengas metodolégicas ha uma infinidade de
enzimas isoladas e misturas delas no mercado, portanto os resultados dos estudos
com elas sao divergentes.

Segundo Leslie et al. (2007), a digestibilidade ileal da energia e o coeficiente
de digestibilidade da matéria seca dos ingredientes milho e farelo de soja séo
melhorados com a adicdo de glucanase na dieta de frangos em diferentes idades.
Esses resultados corroboram com os coeficientes de digestibilidade encontrados por
WANG et al. (2005), que suplementaram 250 e 500 unidades de alfa-galactosidase
na dieta de frangos de 18 a 21 dias de idade. Os autores observaram que 0s
coeficientes de digestibilidade da matéria seca (CDMS), da matéria orgéanica
(CDMO) e da proteina bruta (CDPB) e a energia metabolizavel (EM) melhoraram
com a adicdo de enzima. Porém como os resultados entre 250 e 500 nao diferiram
entre si, 0 autor recomenda utilizar 250 Ul.

Em uma revisdo Aftab (2012), encontrou que a EM das dietas contendo
diversos tipos de carboidrases isoladas ou complexos multienzimaticos de
carboidrases aumenta de 1,6 a 6,2 % a digestibilidade da dieta sem a enzima. Na
mesma revisdo o autor encontrou que o CDPB aumenta de 3,3 a 7,1% e dos
diferentes aminoacidos 1,7 a 12,2%.

Sabe-se que nutrientes que ndo séo digeridos na parte anterior do intestino
(principalmente duodeno e jejuno) pode servir como aporte nutricional para
microbiota da porgéo final do intestino (BEDFORD, 2000). E muitas vezes esses

microorganismos que se desenvolvem nao sdo benéficos, podendo ser patdgenos.
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Portanto, as carboidrases podem modular a microflora intestinal (FERNANDEZ et al.,
2000; APAJALAHTI e BEDFORD, 1999). Pois com a adicdo delasos nutrientes
tornam-se mais disponiveis para a digestao da ave, assim ha menor quantidade para
o patdgeno. Dessa forma, percebe-se também que além de gerar melhoras na
digestibilidade de frangos essas enzimas podem estar contribuindo para uma
melhora na saude intestinal.

Na literatura, ha bastante divergéncia de resultados e isso pode ser explicado
por varios fatores. Em uma revisao sobre utilizacdo de carboidrases em dietas a
base de milho e farelo de soja para frangos. Aftab (2012) mencionou alguns dos
principais fatores que possam estar causando essa diferenca nos resultados:
qualidade de matéria prima (valor nutritivo); forma da dieta (peletizagao); pH 6timo
da enzima, nivel de energia da dieta (resposta da enzima), enzima ou complexo
multienzimatico (interacdo das enzimas); idade das aves (fases em que falta aparato
enzimatico); dose enzimatica (padronizacdo das unidades); composicdao dos
ingredientes da dieta (interacdo dos ingredientes com enzima) e presenca de fitase.

O efeito na digestibilidade também pode ser visualizado quando adiciona-se a
fitase. Ao adicionarem 250 e 500 UFT/kg em dietas a base de milho e farelo de soja
com niveis reduzidos de fosforo, Lan et al. (2002) encontraram EM superior ao
controle positivo (com niveis normais de P). Efeito semelhante foi encontrado na EM
corrigida para nitrogénio por Farrel (1993). Lelis et al. (2010) relataram que a EM
corrigida para nitrogénio foi similar ao controle positivo, com niveis nutricionais
utilizados na industria.

Tejedor et al. (2001) descreveram incremento de 5,2%, 2,4% e 3,8% na
digestibilidade ileal da MS, PB e EB. Ravindran et al. (1999), forneceu dietas semi-
purificadas e observaram um aumento significativo na digestibilidade ileal da
proteina e de aminoacidos no milho, sorgo, trigo, farelo de soja, farelo de canola,
farelo de algodao e farelo de girassol. Zanella et al. (1999), relataram melhora de 3%
no CDPB com adicdo de complexo enzimatico. Melhorias no CDPB foram
encontrados em varios estudos utilizando fitase (KONERGAY, 1996; SEBASTIAN,
1997).

Entretanto Adeola e Sands (2003) afirmam que ndo ha melhora na
digestibilidade ileal dos aminoacidos com adigao de fitase.

Rutherfurd et al. (2004) observaram que a fitase, hidrolizou o fator

antinutricional, o fitato, e disponibilizou minerais para serem absorvidos pelas aves.
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Esse resultado também foi verificado porTejedor et al. (2001), que utilizou duas
fitases que aumentaram o coeficiente de digestibilidade do célcio e do fésforo (5 e

4%, respectivamente).
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1.3. CONSIDERAGOES FINAIS

Existe uma variedade de enzimas no mercado, porém ainda ha dividas
quanto a sua funcionalidade e seu retorno econ6mico. Portanto, algumas
consideracdes devem ser feitas antes de adiciona-las na dieta: presenca do
substrato da enzima; viabilidade econbdmica da enzima; a dose enzimatica;
desempenho esperado da ave; tamanho da particula da dieta; velocidade de
passagem da dieta; a microbiota da ave; processamento da dieta; etc.
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CAPITULO 2 -Interacdo de xilanase e fitase para frangos de corte na
metabolizabilidade e digestibilidade de dietas e do milho.

2.1. RESUMO

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar a metabolizabilidade
de dietas a base de milho e farelo de soja (12 experimento) ou isoladamente do
milho (2° experimento) com ou sem a inclusdo de xilanase e fitase em frangos de
corte. Ambos utilizaram 560 pintos de corte divididos em 8 tratamentos com 10
repeticdes de 7 aves cada. Os tratamentos experimentais (dietas ou milho) foram
quatro niveis de xilanase (0, 50, 100 e 150 ppm) e dois niveis de fitase (0 e 100
ppm) em delineamento totalmente casualizado em esquema fatorial (2x4). Foi
realizada a coleta parcial de excretas e coleta do conteudo ileal. Foi verificada
interacao nos coeficientes de metabolizabilidade aparente da matéria seca (CMAMS)
e na energia metabolizavel aparente (EMA) da dieta. Até a dose de 50 ppm de
xilanase, nao houve diferencas entre sem e com fitase, com a dose 100 ppm de
xilanase a incluséo de fitase aumenta esse coeficientes na dieta (P<0,05). Entretanto
nao houve interacao no coeficiente de digestibilidade aparente ileal da proteina bruta
(CDAIPB) da dieta, mas foi observado efeito isolado das enzimas. Foi encontrado
efeito quadratico e LRP para CMAMS da dieta e efeito linear para a EMA e CDAIPB
com fitase na dieta. Isso pode evidenciar um efeito de adigdo entre as enzimas na
dieta. No milho, ndo foram encontradas interacdes. Entretanto para todas as
variaveis do milho o efeito da fitase foi positivo. O efeito da xilanase s6 nao foi
observado no CDAIPB do milho. Quando se adiciona somente a xilanase, aumentou
linearmente os CMAMS e a EMA. Entretanto, quando se adicionam a fitase, foram
encontrados efeitos de LRP em que o CMAMS e EMA responderam somente até a
inclusdo de 50 ppm de xilanase. Isso pode demonstrar um efeito ndo adicional das
enzimas no milho. Com esses resultados, podemos concluir que as enzimas atuam
em outros substratos da dieta como o farelo de soja.
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2.2. INTRODUCAO

As enzimas exdgenas sao adicionadas as ragdes animais com intuito de
reduzir os custos, melhorando o aproveitamento dos nutrientes da dieta. Essas
enzimas atuam basicamente de duas maneiras: hidrolisando compostos que
prejudicam a digestibilidade ou complementando a atuacdo do aparato enzimatico
enddgeno.

Dietas a base de milho e farelo de soja possuem baixas concentracées de
polissacarideos ndao amilaceos (PNA) (GRACIA et al., 2003; SORBARA, 2008).
Porém, por esses ingredientes serem de origem vegetal podem estar encapsulando
0s nutrientes com sua estrutura que é indigestivel, tornando-se uma barreira entre a
enzima e o nutriente (WYATT et al.,, 2008). Determinadas fracbes dos PNA, sao
soluveis em agua, portanto aumentam a viscosidade, formando uma camada de
agua entre o nutriente e a enzima (CARRE, 2004). Isto dificulta a atuacdo das
enzimas enddgenas e por consequéncia, diminui a digestibilidade (BEDFORD e
MORGAN, 1996).

Outro componente das dietas que pode causar perdas € o fitato que é a maior
fonte de reserva de fosforo (P) nas plantas (REDDY at al., 1982; NEWMAN, 1991),
podendo complexar cerca de 85% do P, tornando-o indisponivel aos animais
(BARBOZA e ROSTAGNO, 1998). Isso torna necessario incluir fontes de P
inorganicas na dieta, fazendo com que esse nutriente seja o terceiro mais caro da
dieta para frangos depois da energia e da proteina (BIEHL et al., 1998). Esse
composto também pode se complexar com outros cations bivalentes como calcio
(Ca), manganés (Mn), magnésio (Mg), ferro (Fe) e zinco (Zn) (FIREMAN e
FIREMAN, 1998). Em pH acido a neutro, pode apresentar poder quelante para
proteinas (KORNEGAY, 1996). Se o fitato fosse hidrolisado pelo animal seria uma
fonte rica em P (ONYANGO et al., 2005), porém os nao-ruminantes apresentam
quantidade insuficiente de fitase endogena para digeri-lo (NELSON, 1967).

A utilizacado de enzimas exdégenas na dieta como a xilanase e a fitase, podem
reduzir esses efeitos, a xilanase pode liberar nutrientes encapsulados pela parede
vegetal e os tornar disponiveis para as aves, repercutindo em melhora na
digestibilidade (JUANPERE et al., 2005; NIAN et al., 2011) e, consequentemente, no
desempenho das aves (CONTE et al., 2003). A fitase, que hidrolisa o fitato, pode
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melhorar a digestibilidade (LELIS et al., 2010; ONYANGO et al., 2005), desempenho
(PERNEY et al., 1993; CONTE et al., 2003; ONYANGO et al., 2005) e caracteristicas
Osseas das aves (PERNEY et al,, 1993; ONYANGO et al., 2005 ). Entretanto,
estudos verificando a interagdo entre fitase e a xilanase na digestibilidade e
metabolizabilidade da dieta e do milho em aves ainda s&o escassos.

Nesse contexto, o presente trabalho tem o intuito de verificar interacdes entre
niveis crescentes de inclusdo de xilanase, sem e com inclusdo de fitase, e seus
efeitos isolados, na metabolizabilidade da matéria seca, energia metabolizavel e no
digestibilidade ileal da proteina bruta em dietas a base de milho e farelo de soja e

milho isoladamente em frangos de corte.
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2.3. MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos aprovados pelo Comité de Etica ao Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias Agrarias
sob o0 numero 035/2012, emitido em 06 de fevereiro de 2013.

2.3.1. EXPERIMENTO 1 - Digestibilidade e metabolizabilidade de dietas

suplementadas com xilanase e fitase
2.3.1.1. Animais e local do experimento

Foram utilizados 560 pintos de corte da linhagem Cobb® com 1 dia de idade,
alojados em gaiolas metabdlicas de arame galvanizado com dimensdes de 0,90 x
0,40 x 0,30 m (c x | x h), equipadas com comedouro e bebedouro tipo calha. Na
parte inferior, as gaiolas eram providas de bandejas metalicas, as quais foram
forradas com lona plastica, para coleta de excretas. A temperatura foi controlada por
meio de campanulas a géas, lampadas incandescentes e abertura de janelas,
mantida ao primeiro dia a temperatura de 31°C e gradativamente sendo diminuida
até 22°C aos 21 dias de idade. A racao e a agua foram fornecidos a vontade durante
todo o periodo experimental.

2.3.1.2. Delineamento experimental e dietas

Todas as aves receberam a mesma dieta até os 14 dias de idade, sendo
iniciado o fornecimento das dietas experimentais no 15°dia. As dietas experimentais
foram formuladas de acordo com recomendacdes de Tabelas Brasileiras para Aves
e Suinos (2011), adicionando 1% de cinza insoluvel acida (CIA) como marcador
indigestivel de acordo com a tabela 3.

Para o ensaio de digestibilidade das racdes, as aves foram divididas em 8
tratamentos em um delineamento inteiramente ao acaso com esquema fatorial (4x2),
sendo quatro doses de xilanase (0, 50, 100 e 150 ppm) com e sem inclusao de fitase
(0 ou 100 ppm) com 10 repeticdes de 7 aves cada, conforme tabela 4.
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A xilanase (RONOZYME WX® (CT),NOVOZYMES) utilizada € uma endo-
xilanase termoestavel granulado de Thermomyces lanuginosus, produzida por
fermentacdo submergida a partir de um microrganismo geneticamente modificado
Aspergillus oryzae. A atividade principal da enzima é endo-1,4-B-xilanase (IUB No.
3.2.1.8). A atividade minima da xilanase fungica é declarada como 1000 unidades de
xilanase/ fungos (FXU) por grama. A atividade da enzima é realizada incubando
amostras de xilanase com um substrato arabinoxylan de trigo manchado de remazol.
O substrato que nao é convertido precipita com etanol. A cor azul do sobrenadante
devido ao substrato manchado de remazol precipitada produtos de degradacao é
proporcional a atividade de endo-xilanase.

A fitase utilizada (RONOZYME HiPhos® (GT), NOVOZYMES) & uma
preparacao granular de fitase (IUB No. 3.1.3.26), obtida por fermentacdo submergida
a partir de um microrganismo Aspergillus oryzae. A atividade minima é de 10000
FYT por grama. Essa atividade é determinada com a fitase reagindo com fitato de
sbédio (sal de &acido fitico C6H6024P6Nal12 dodeca sbédio) e liberando fosfato
inorganico. Este fosfato é determinado a partir de um complexo
espectrofotometricamente amarelo formado por um &cido reagente contendo
molibdato / vanadato. O complexo amarelo € medido espectrofotometricamente num
comprimento de onda de 405 nm.

As enzimas foram adicionadas na dieta de maneira on top na dieta. A xilanase
ndo foi considerada na matriz de nutrientes. Entretanto com a adicao da fitase, foi
reduzido os niveis de fosforo em 0,15% e de calcio 0,15% na dieta.
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Tabela 3. Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais do

experimento 1.

Ingredientes

Racao sem fitase

Racao com fitase

Milho 54,68 55,90
Farelo de soja 35,93 35,93
Oleo de soja 4,39 4,39
Fosfato 1,82 0,99
Calcario 0,97 0,57
Sal 0,51 0,51
Metionina 0,29 0,29
Lisina 0,17 0,17
Treonina 0,04 0,04
Colina 0,05 0,05
Premix Vitaminico * 0,10 0,10
Premix Mineral** 0,05 0,05
Celite® 1,00 1,00
Total 100,00 100,00
Composicao quimica

EM (kcal/Kg) 3100 3100
PB (%) 21,00 21,00
Ca (%) 0,90 0,75
P disp. (%) 0,45 0,30
Na (%) 0,22 0,22
Aminoacidos digestiveis

Lisina (%) 1,15 1,15
Metionina (%) 0,57 0,57
Met + Cis (%) 0,86 0,86
Treonina (%) 0,75 0,75
Triptofano (%) 0,23 0,23
Arginina (%) 1,34 1,34
Valina (%) 0,89 0,89

*Suplementacao por kg de racéo: vit. A, 15000Ul; vit. D3, 5000 Ul; vit. E, 100mg; vit. K, 5mg; acido
félico, 3mg; acido nicotinico, 75mg; acido pantoténico, 25mg; riboflavina, 8mg; tiamina, 5mg;
piridoxina, 7mg; biotina, 300qg; colina, 400mg; vit. B12, 20qg.
**Concentragado por kg de ragdo: iodo, 2mg; selénio, 200qg; cobre, 20mg; ferro, 50mg; manganés,

120mg; zinco, 100mg.



29

Tabela 4. Tratamentos experimentais (experimento 1).

Tratamentos Xilanase Fitase
ppm FXU/kg ppm FYT/kg

RO 0 0 0 0
R50 50 50 0 0
R100 100 100 0 0
R150 150 150 0 0
ROf 0 0 100 1000
R50f 50 50 100 1000
R100f 100 100 100 1000
R150f 150 150 100 1000

2.3.1.3. Ensaio de digestibilidade

Do primeiro dia de idade até o 14° as aves ingeriram uma dieta a base de
milho e farelo de soja formulada de acordo com as Tabelas Brasileiras para Aves e
Suinos (2011). Apds o 15° dia de idade as aves comegaram a ingerir as dietas
experimentais. Durante o periodo experimental houve 5 dias de adaptacao a dieta e
posteriormente, durante 4 dias (21 aos 24 dias),foi realizada a amostragem de
excretas pelo método de coleta parcial. A coleta foi realizada duas vezes ao dia, com
auxilio de espétulas plasticas, sendo uma no periodo da manha e outra no fim da
tarde (as 9:00 e as 17:30 horas aproximadamente). Descartando-se as excretas
préximas as gaiolas vizinhas, ao comedouro e ao bebedouro a fim de evitar
contaminacoes. As excretas eram colocadas em sacos plasticos adequadamente
identificados e imediatamente apds a coleta, foram armazenadas em freezer - 18°C,
para congelamento.

Para digestibilidade ileal da proteina, as aves foram abatidas por
deslocamento cervical, evisceradas e posteriormente separou-se o intestino das
mesmas. A fracao ileal foi definida como 4 cm abaixo do diverticulo de Meckel e 4
cm acima da juncao ileo-ceco-célica. Todo o conteudo ileal foi retirado manualmente
por compressao do ileo, com auxilio de tesouras e pingas e acondicionado em
recipientes plasticos devidamente identificados. Em seguida, as amostras foram
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congeladas instantaneamente em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -
18°C.

2.3.1.4. Analises quimicas

As excretas foram descongeladas em temperatura ambiente,
homogeneizadas, retiradas subamostras e secas em estufa a 55°C até atingirem
peso constante.O conteudo ileal foi liofilizado em frascos previamente congelados a -
20°C, sendo entdo colocados nas bandejas do liofilizador (Liofilizador ModulyoD,
Thermo Electron Corporation, Waltham, MA, USA) até a pressao de vacuo de 5x107
mbar. As amostras foram moidas em peneira 1 mm de diametro. Posteriormente, as
excretas e as dietas experimentais, foram submetidas a analise de energia bruta
(EB)em bomba calorimétrica (model 1261, Parr Intrument Co., Moline, IL). Outra
fracao da amostra, foi seca em estufa a 105°C para determinacdo da matéria seca
(MS) (AOAC, 1995).0 conteudo de cinza insoluvel em acido (CIA) das dietas, das
excretas e do conteudo ileal foram analisados segundo metodologia descrita por
Scott e Boldaji (1997). As dietas e o conteudo ileal foram analisados quanto a
proteina bruta (PB) pelo método de Kjedhal (AOAC, 1995).

A metabolizabilidade e digestibilidade das fracbes da dieta foram calculadas
utilizando o fator de indigestibilidade (FI) (FI = CIA dieta/CIA excreta). Para o
coeficiente de metabolizabilidade aparente da MS (CMAMS = 100 - Fl). Para energia
metabolizavel aparente(EMA) (EM = EB dieta — (EB excretas * Fl)). De forma
semelhante a equacéao que foi utilizada para calcular o coeficiente de digestibilidade
ileal aparente (CDAI) da PB foi (CDAIPB = (PB dieta — ( PB excretas * Fl ))/PB da
dieta *100) .

2.3.1.5. Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguindo o
esquema fatorial 2x4(P<0,05) e quando a interacao for significativa os dados seréao
submetidos a desdobramento pelo teste de Tukey (P<0,05). Quando significativos
para as variaveis quantitativas (niveis crescentes de inclusao de xilanase) foi feita

regressao linear e quadratica.
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A resposta a niveis crescentes de inclusdo de xilanase deve seguir o mesmo
modelo de todas as respostas biologicas. A partir de certa inclusdo enzimatica, o
aproveitamento das dietas alcanca um platdé, ndo melhorando a uma com maior
inclusdo. Isso pode ser representado matematicamente pelo modelo de regressao
segmentada que consiste em duas partes: uma linha inclinada, seguida de uma linha
horizontal (plat6), onde seus pontos de intersecao vao determinar o ponto de quebra
(ROBBINS, 1986), esse modelo pode ser chamado de broken-line ou de Linear
Response Plateau (LRP). Portanto, também foi realizado regressdo descontinua
utilizando Linear Response Plateau (LRP) do software estatistico SAS 9.0,

verificando para qual nivel de xilanase houve a maxima resposta.

2.3.2. EXPERIMENTO 2 - Digestibilidade e metabolizabilidade do milho

suplementado com xilanase e fitase

2.3.2.1. Animais e local do experimento

Foram utilizados 560 pintos de corte da linhagem Cobb® de 1 dia de idade,

alojadas em gaiolas metabdlicas com as mesmas condi¢des do experimento 1.

2.3.2.2. Delineamento experimental e dietas

Todas as aves receberam a mesma dieta até os 14 dias de idade, sendo
iniciado o fornecimento das dietas experimentais no 15° dia. Para o ensaio de
digestibilidade do milho foi utilizado um delineamento experimental semelhante ao
experimento 1 conforme tabela 5. Entretanto, a dieta basal foi substituida por milho
suplementado com calcério, fosfato e premixes vitaminico e mineral para atender a
necessidade nutricional de minerais e vitaminas seguindo as recomendacdes das
Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos (2011), conforme tabela 6. A composicao
guimica analisada do milho esta na tabela 7.

As enzimas foram adicionadas na dieta de maneira on top na dieta. A xilanase
ndo foi considerada na matriz de nutrientes. Entretanto com a adicdo da fitase foi
reduzido os niveis de fosforo em 0,15% e de célcio 0,15% na dieta.
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Tabela 5. Tratamentos experimentais (experimento 2).

Tratamentos Xilanase Fitase
ppm FXU/Kg ppm FYT/kg

MO 0 0 0 0
M50 50 50 0 0
M100 100 100 0 0
M150 150 150 0 0
MOf 0 0 100 1000
M50f 50 50 100 1000
M100f 100 100 100 1000
M150f 150 150 100 1000

Tabela 6. Ingredientes e composicdo quimica das dietas experimentais do
experimento 2.

Ingredientes Milho sem fitase Milho com fitase
Milho 95,15 95,85
Fosfato 2,30 1,48
Calcario 1,00 1,11
Sal 0,40 0,40
Premix Vitaminico * 0,10 0,10
Premix Mineral** 0,05 0,05
Celite® 1,00 1,00
Total 100,00 100,00
Composicao quimica

EM (kcal/Kg) 3110 3133
PB (%) 7,52 7,52
Ca (%) 0,93 0,78
P disp. (%) 0,50 0,35

*Suplementacao por kg de racao: vit. A, 15000Ul; vit. D3, 5000 Ul; vit. E, 100mg; vit. K, 5mg; acido
félico, 3mg; acido nicotinico, 75mg; acido pantoténico, 25mg; riboflavina, 8mg; tiamina, 5mg;
piridoxina, 7mg; biotina, 300qg; colina, 400mg; vit. B12, 20qg.

**Concentragdo por kg de ragdo: iodo, 2mg; selénio, 200qg; cobre, 20mg; ferro, 50mg; manganés,
120mg; zinco, 100mg.
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Tabela 7. Composi¢ao quimica analisada do milho utilizado nas dietas experimentais

Composicao quimica

% da matéria seca

Matéria seca
Proteina Bruta
Fibra Total

Fibra Insoltvel
Fibra soltvel
Amido total
Amilose na amostra
Amilose no amido
Cinzas

Célcio

Fosforo

87,05
7,45
8,65
7,55
1,10

78,00

18,74

24,00
1,00
0,03
0,22

2.3.2.3. Ensaio de digestibilidade, Analises quimicas e Analise estatistica

O ensaio de digestibilidade, as andlises laboratoriais e estatisticas foram

realizados da mesma maneira do experimento 1.
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2.4. RESULTADOS

2.4.1. EXPERIMENTO 1 - Digestibilidade e metabolizabilidade da dieta

suplementado com xilanase e fitase

Foram encontradas interacées entre as enzimas (P<0,05) (fitase e xilanase)
para coeficientes de metabolizabilidade aparente da matéria seca (CMAMS) e para
energia metabolizavel aparente (EMA) da racao, conforme tabela 7. Entretanto, néo
houve interacdo entre as enzimas para o coeficiente de digestibilidade aparente ileal
da proteina bruta (P>0,05) (CDAIPB), havendo apenas efeito isolado, tanto da

xilanase, quanto da fitase para essa variavel.

Tabela 8. Coeficiente de metabolizabilidade aparente da matéria seca (CMAMS),
energia metabolizavel aparente (EMA) e coeficiente de digestibilidade aparente ileal
da proteina bruta (CDAIPB) dos crescentes niveis de inclusdo de xilanase sem e
com inclusao de fitase (s/ f e ¢/ f, respectivamente) na racao.

Xilanase (ppm) CMAMS (%) EMA (Kcal/Kg de MS) CDAIPB(%)
s/ f c/f s/ f c/f s/ f c/f

0 63,6B 64,0B 3248 3272C 74,6 78,1
50 66,8A 67,5A 3308 3347B 75,8 79,1
100 66,4Ab 70,1Aa  3337b 3595Aa 76,6 83,1
150 66,2Ab  70,0Aa  3328b 3606Aa 77,6 83,1
EPM* 0,324 17,71 0,654
Probabilidades

Fatorial

Fitase(A) <0,001 <0,001 <0,001
Xilanase (B) <0,001 <0,001 0,013

A*B <0,001 <0,001 0,510
Regressao

Linear 0,006  <0,001 0,006 <0,001 0,181 0,002
Quadratica 0,005  <0,001 0,112 0,145 0,945 0,651
LRP** 0,014*** 0,014**** 0,091 0,238 0,074 0,063

Letras minusculas diferem entre si na linha e letras mailsculas na coluna ao teste de tukey (p<0,05). *
Erro padrao da média;** Linear Response Plateau; ***dose maxima de xilanase 50 ppm com CMAMS
de 66,4; **** dose maxima de xilanase 86 ppm com CMAMS de 70,0.
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Nao foram encontradas diferencas entre 0 CMAMS com ou sem fitase, até a
dose de 50 ppm de xilanase. Entretanto, a partir da dose de 100 ppm de xilanase a
inclusédo de fitase melhora esse coeficiente na dieta (P<0,05).

Foi observado efeito quadratico no CMAMS em resposta aos niveis
crescentes de xilanase com ou sem a fitase, conforme figura 2. Todavia, também foi
encontrado também efeito LRP, em CMAMS sem fitase respondendo linearmente
até 66,4% a uma dose de 50 ppm de xilanase e CMAMS com fitase até 70,0% com

dose de 86 ppm de xilanase. Essa resposta pode evidenciar um efeito aditivo das

enzimas.

71,0 -

70,0 - —

69,0 -

y = -0,000%2 + 0,096x + 63,88
2

68,0 - R2 = 0,995

67,0 - #CMAMS

66,0 ¢ T~ BCMAMSS

y = -0,000%2 + 0,065x + 63,78
2 —

650 | R2 = 0,897

64,0

63,0

0 25 50 75 100 125 150 175

Figura 1. Coeficientes de metabolizabilidade aparente da matéria seca da racao
com niveis crescentes de xilanase sem e com inclusdo de fitase (CMAMS e
CMAMSH, respectivamente); Linear Response Plateau com dose maxima de xilanase
50 ppm com CMAMS de 66,4 e com dose maxima de xilanase 86 ppm com CMAMSf
de 70,0.

Semelhantemente ao CMAMS,nao houve diferencas entre sem e com fitase
na EMA até a dose de 50 ppm de xilanase. Porém, quando a dose aumentou para
100 ppm de xilanase, a inclusdo de fitase melhorou a EMA da dieta (P<0,05).

A EMA apresentou resposta linear aos niveis crescentes de xilanase com ou
sem a fitase, conforme figura 3. Entretanto o coeficiente de inclinagao (b) da reta da
EMA com fitase é maior, isso evidencia uma maior resposta a inclusdo dos niveis

crescentes de xilanase comparada a sem fitase.
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Figura 2. Energia metabolizavel aparente da racdo com niveis crescentes de
xilanase sem e com inclusao de fitase (EMA e EMA(, respectivamente).

A inclusdo de fitase também melhorou CDAIPB da racdo. Houve efeito
positivo também da xilanase no CDAIPB da dietas. O CDAIPB da dieta com fitase
respondeu linearmente aos niveis crescentes de xilanase, conforme (figura 4).
Entretanto, o CDAIPB nao respondeu as diferentes doses de xilanase quando nao
foi adicionada a fitase. Porém apesar de n&o haver resposta linear, houve um

acréscimo de 3,0% com a maior dose (150 ppm).
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Figura 3. Coeficiente de digestibilidade aparente ileal da proteina bruta da racao
com niveis crescentes de xilanase sem e com inclusdo de fitase (CDAIPB e
CDAIPBf, respectivamente).
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2.4.2. EXPERIMENTO 2 - Digestibilidade e metabolizabilidade do milho

suplementado com xilanase e fitase

Nao foram encontradas interacdes (p>0,05)entre as enzimas adicionadas ao
milho conforme tabela 8. Para os CMAMS e para EMA do milho,o efeito das enzimas
foi positivo (p<0,05). Para CDAIPB do milho foi encontrado melhora somente com a
adicao da fitase.

Tabela 9 - Coeficientes de metabolizabilidade aparente da matéria seca (CMAMS),
energia metabolizavel aparente (EMA) e coeficiente de digestibilidade aparente ileal
da proteina Bruta (CDAIPB) dos crescentes niveis de inclusdo de xilanase sem e
com inclusao de fitase (s/ f e ¢/ f, respectivamente) no milho.

Xilanase (ppm)  CMAMS (%)  EMA (KcallKg de MS)  CDAIPB (%)

s/ f c/f s/ f c/f s/ f c/f
0 77,6 79,5 3430 3574 78,0 82,9
50 78,8 80,9 3516 3673 80,5 83,3
100 78,4 80,7 3544 3671 80,7 83,1
150 80,1 80,6 3597 3662 82,6 83,5
EPM* 0,235 12,56 0,433
Probabilidades
Fatorial
Fitase (A) <0,001 <0,001 <0,001
Xilanase (B) 0,028 <0,001 0,054
A*B 0,413 0,273 0,194
Regressao
Linear 0,015 0,250 <0,001 0,006 0,007 0,641
Quadratica 0,687 0,193 0,543 0,012 0,808 0,944
LRP** 0,281 0,019*** 0,123 0,005**** 0,135 0,225

* Erro padrdo da média;**Linear Response Plateau; ***dose maxima de xilanase 50 ppm com
CMAMS de 80,7; **** dose méaxima de xilanase 50 ppm com EMA 3668.

A resposta foi positiva a inclusao de crescentes niveis de xilanase no milho
para CMAMS e CDAIPB sem fitase e para EMA com e sem fitase. O CMAMS sem
inclusao de fitase respondeu linearmente a inclusdo de xilanase (figura 5). Para

CMAMS com fitase houve resposta LRP com platé em 80,7%, com dose maxima de
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50 ppm de inclusdo de xilanase. De maneira similar, a EMA sem fitase respondeu
linearmente a inclusdo de xilanase e a EMA com fitase foi observado efeito
quadratico e LRP com plat6 em 3668, com dose de 50 ppm (figura 6). Esses
resultados demonstram que com a inclusdo de fitase a xilanase melhora sua
atuacao, porém alcanca um platd, ndo respondendo a niveis acima de 50 ppm de

xilanase.
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Figura 4. Coeficientes de metabolizabilidade aparente da matéria seca do milho com
niveis crescentes de xilanase sem e com inclusdo de fitase (CMAMS e CMAMSH,
respectivamente). Linear Response Plateau com dose maxima de xilanase 50 ppm
com CMAMSf de 80,7.
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Figura 5. Energia metabolizavel aparente do milho com niveis crescentes de
xilanase sem e com inclusdo de fitase (EMA e EMAf, respectivamente). Linear
Response Plateau com dose maxima de xilanase 50 ppm com EMAf 3668.
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Houve resposta linear do CDAIPB sem fitase aos niveis crescentes de

xilanase (figura 7). Entretanto o efeito dos niveis crescentes de xilanase com a fitase

nao foi observado. Mesmo assim os resultados com a fitase foram superiores,

demonstrando que a fitase apresenta melhores resultados mesmo estando sozinha.

Esses resultados podem evidenciar interagdo entre os substratos das enzimas,

tornando o efeito nao adicional no milho.
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Figura 6. Coeficiente de digestibilidade aparente ileal da proteina bruta do milho
com niveis crescentes de xilanase sem e com inclusdo de fitase (CDAIPB e
CDAIPBf, respectivamente).
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2.5. DISCUSSAO

Nesse trabalho foi encontrado efeito aditivo da xilanase com a fitase na dieta.
Esse efeito foi pode ter sido visualizado em funcao do fitato e alguns PNA sollveis
estarem estreitamente relacionados (FROLICH, 1990). Cowieson e Adeola (2005),
utiizando fitase associado com carboidrases relataram efeito semelhante ao
encontrado no presente trabalho, com aumento no crescimento das aves com
relagdo as que foram suplementadas somente com as enzimas isoladas. A utilizagdo
de proteases, amilase e celulases permite a liberagdo do fitato e outros nutrientes,
podendo facilitar a atuagao da fitase (TEJEDOR et al., 2001). No entanto, Tiwari et al
. (2010) afirmam que a maior parte do ganho no desempenho é devido a adicao da
fitase. Isso concorda com os resultados apresentados neste trabalho em que o efeito
da fitase é maior do que o da xilanase.

Contrapondo o presente trabalho no qual foram encontradas interagdes para
CMAMS e EMA, Leslie et al. (2007), ndo encontraram interacdes entre uma
carboidrase (glucanase) e fitase na energia digestivel (ED) e nem no coeficiente de
digestibilidade da MS (CDMS) de dietas a base de milho e farelo de soja para
frangos. Entretanto houve melhora da digestibilidade da energia e da MS quando
adicionada a glucanase. O efeito positivo da fitase s6 foi relatado no CDMS.

Conte et. al. (2003), em um trabalho com dietas com baixo fésforo disponivel,
adicionando niveis crescentes de fitase (0, 400, 800, 1200 FTU/kg) sem e com
inclusdao de xilanase (1 kg/ton), também nao encontraram interacées entre as
enzimas no desempenho de frangos de corte e nem nos parametros 6sseos.
Entretanto, os autores encontraram efeitos isolados. A inclusdo de xilanase
melhorou a conversao alimentar (CA) sem alterar os demais parametros de
desempenho. E a inclusdo de niveis crescentes de fitase proporcionou efeito linear
para consumo de racao (CR) e ganho de peso (GP) e quadratico, para CA. A fitase
também promoveu melhora linear da deposicéo de cinzas e P na tibia.

Os resultados positivos da adicdo de fitase na dieta no trabalho concordam
com Tejedor et al. (2001), que com adicionando fitase (1 Kg/ton) encontraram um
aumento (P<0,05), na digestibilidade ileal da MS, PB e EB em 5,2; 2,4; e 3,8%,
respectivamente. Segundo os autores, estes resultados confirmam o efeito benéfico
da fitase microbiana sobre a hidrélise do acido fitico incrementando a digestibilidade



41

ileal de nutrientes das dietas de frangos. Em contrapartida, apesar de Lelis et al.
(2010), encontrarem efeitos benéficos da enzima sobre EMA, no coeficiente de
digestibilidade da PB (CDPB) e no coeficiente de digestibilidade do fésforo (CDP),
adicionando 250 UFT e 500 UFT de fitase, ndo encontraram diferencas entre CDMS
e no coeficiente de digestibilidade do Célcio (CDCa) em frangos.

O efeito da xilanase no CMAMS concorda com Barbosa et al. (2008), que ao
incluir um complexo multienzimatico (650 U/kg de xilanase, 1.650 U/kg de amilase e
4.000 U/kg de protease; e fitase composta de 500 U/kg), também nao encontraram
diferengas no CDMS e nem CDCa. Entretanto, os mesmos autores encontram
efeitos positivos das enzimas no CDPB, no CDP e na ED das dietas. Um efeito
similar foi encontrado por Fukayama et al. (2008) que adicionando 0, 500, 750 e
1000 UFT/kg de racdo nao encontraram efeito linear na ED das dietas, porém
observaram aumento de 3,66% quando é adicionado a maior dose de fitase na dieta.
Esses dados condescendem os encontrados no presente estudo e com Tejedor et
al. (2001), que encontraram incremento de 121 Kcal/kg na MS o que corresponde a
3,8% na ED com a inclusdo de fitase.

Também foi encontrado melhora de 108 Kcal/kg, ou 3,2%, na ED de dietas a
base de milho e farelo de soja suplementadas com xilanase, (COWIESON et al.,
2010). Aftab (2012), em uma revisao relatou melhora de 2,2 a 5,3% na EM de dietas
a base de milho e farelo de soja quando adicionados complexos enzimaticos que
continham xilanase para frangos.

Houve efeito isolado das enzimas no CDAIPB, o efeito da fitase concorda com
Valle (2010) que encontrou melhora de 3,46 % no CDAIPB de frangos aos 42 dias
de idade com de reducdo nos niveis nutricionais com inclusdo de 750 FYT/kg de
fitase na ragdo. Provavelmente, tais resultados foram alcancados porque o0s
aminoacidos que estavam ligados as moléculas do hexafosfato inositol foram
liberados para sofrer o processo de digestdo quando o fitato foi hidrolisado pela
fitase suplementada na dieta das aves (SELLE e RAVINDRAN, 2007). Cowieson et
al. (2009) sugerem que o melhor aproveitamento da proteina se deve a redugcao na
perda endogena de nitrogénio em forma de mucinas quando hidrolisa as moléculas
de fitato que agridem a mucosa. Porém, a melhora na digestibilidade de amino&cidos
com a utilizacdo de fitase sdo questionados por Adeola e Sands (2003) e por
BOLING et al (2001) que afirmam que a suplementacdo de dietas com fitase ndo
melhoram a digestibilidade ileal dos aminoacidos.
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Os efeitosda xilanase no CDAIPB da dieta concordam com Cowieson et al.
(2010), que encontraram melhora de 3,3% em dietas a base de milho e farelo de
soja suplementadas com xilanase. Similarmente, utilizando complexos enzimaticos
contendo xilanase foram encontrados melhora de 5,5 e 7,1% no CDAIPB das dietas
(MENG e SLOMINSKI, 2005; RUTHERFURD et al., 2007).

Os resultados apresentados para o milho corroboram com Ravindran et al.
(1999) que afirma que a fitase foi efetiva em um estudo em que os autores
forneceram a enzima em dietas semi-purificadas e obtiveram melhora significativa na
digestibilidade ileal de proteina e aminoacidos ndo s6 do milho, mas também de
outros ingredientes. Entretanto similarmente ao observado no CDAIPB no milho,
Olukosi et al . (2010) relataram que a inclusdo da fitase com carboidrase nao
alcancou melhores resultados que a fitase sozinha. Ghorbani et al . (2009) também
nao encontraram melhorias na composicao de carcaca adicionando as enzimas
simultaneamente.

Entretanto, no milho, a resposta maxima para CMAMS e EMA com fitase é na
inclusao 50 ppm de xilanase, isso pode evidenciar que as enzimas atuam em outros
ingredientes da dieta, causando um efeito aditivo das enzimas na dieta. Isso pode
ser devido a baixa presenca de PNA soluveis no milho (0,1%) (CHOCT, 1997). Por
outro lado, segundo 0 mesmo autor, a soja tem concentracdes consideraveis desse

composto (2,7%), podendo justificar o efeito positivo da xilanase na dieta.
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2.6. CONCLUSAO

A interacdo entre os niveis de xilanase e a fitase foi positiva na dieta,
demonstrando no CMAMS e na EMA da dieta que as duas enzimas juntas
apresentam vantagem com relacdo a elas sozinhas. Entretanto para CDAIPB, foi
observado apenas efeito isolado da enzimas.

No milho ndo houve interagdes entre as enzimas. Porém houve efeito positivo
da xilanase e da fitase no CMAMS e na EMA. Entretanto, o beneficio causado com
as enzimas atuando de maneira conjunta foi limitado, causando um efeito positivo
somente até a dose de 50 ppm de xilanase. Essa resposta que foi observada no
milho poderia em dietas comerciais dependendo das enzimas utilizadas e dos

substratos presentes na dieta.
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CAPITULO 3 - CONSIDERA(;()ES FINAIS
3.1. DIGESTIBILIDADE DO MILHO
3.1.2. Escolha do método

O presente trabalho € parte de um projeto maior de desenvolvimento de
complexo multienzimatico baseado em xilanase, amilases e fitase.

Como se desejava saber além da digestibilidade da dieta, a digestibilidade do
milho isolado. Para isso, utilizou-se a metodologia descrita por Matterson et al.
(1965). Essa metodologia baseia-se na substituicido de uma fracdo da dieta, pelo
ingrediente/alimento teste. Sdo calculadas as digestibilidades de ambas dietas
(convencional e a com substituicdo) e a diferengca entre elas é atribuida ao
ingrediente/alimento testado.

Porém essa metodologia apresentou algumas limitagdes em nosso trabalho.
Quando se obteve os resultados observou-se que ndao havia nada semelhante na
literatura, logo se notou que algo havia ocorrido. Algumas hip6teses surgiram:

1) A dieta fornecida era composta a base de milho e farelo de soja (cerca de
56% de milho e 34% de soja). A dieta teste foi 60% da dieta convencional
e 40% de substituicdo por milho. Portanto na férmula proposta na
metodologia descrita utilizou-se 40%. Entretanto, a inclusdo do milho n&o
foi somente de 40%, foi isso mais a quantidade presente ja na dieta (60%
de dieta convencional X 56% de inclusdo milho = 33,6% de milho).
Somando-se os 40% adicionados com o que ja estava na dieta (33,6%),
totaliza-se 73,6%. Isso pode ser a causa de erros nos calculos de
digestibilidade do milho.

2) A metodologia proposta é muito sensivel a pequenas variagdes atribuindo
essa variacao a digestibilidade do ingrediente. Um exemplo disso pode ser
visualizado em variacao dentro da analise. Uma alteracdo na proteina
bruta analisada de 22% para 23%, a digestibilidade aumenta em trés
pontos percentuais a digestibilidade do ingrediente, conforme tabela 9.
Para fracbes menores a variagdo ainda € maior. Por exemplo, o extrato

etéreo analisado 6,6% reduzido para 5% a digestibilidade do
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alimento/ingrediente altera em 7%. O aproveitamento do ingrediente pode
ainda ter maior erro quando se considera que foi utilizado cinza insolavel
acida como indicador. Em uma variacéo de 0,63% a 0,70%, foi o suficiente
para alterar em 6 pontos percentuais. Os resultados demonstrados sao
variagées normais de laboratério, entretanto esses erros somados foram

suficientes para prejudicar os resultados de digestibilidade do milho.

Tabela 10. Variagdes da anélises quimicas e resultado na digestibilidade utilizando
Matterson et al. (1965).

Variavel Variacdo na analise Variagdo na
De Para digestibilidade

PB 22% 23% 3%

EE 5,0% 6,6% 7%

CIA 0,63% 0,70% 6%

Devido a essas consideragdes optou-se por utilizar a digestibilidade do milho,

somente com o milho isolado.

3.1.2. LimitacGes da metodologia escolhida

O método escolhido foi 0 da substituicao total da dieta pelo ingrediente teste,
para o calculo da digestibilidade do milho. Porém como toda a metodologia

apresenta limitacées, dentre elas:

1) Os animais ficaram fisiologicamente diferentes apdés a semana de
adaptacdo. Como as aves estavam em fase de crescimento e a dieta era
composta somente de milho mais os minerais e vitaminas, havia déficit de
nutrientes, principalmente de proteinas. Isso limitou o crescimento dos
animais, tornando-os visivelmente menores do que 0s que estavam
ingerindo a dieta convencional. Portanto as aves ndo estavam na mesma

idade fisiolégica do que estariam com a dieta convencional.
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2) Como havia déficit de nutrientes na dieta havia falta de proteinas. Essa
falta de proteinas poderia ocasionar uma falta de aminoacidos para a
sintese de enzimas enddgenas o que pode alterar completamente a
digestibilidade do ingrediente.

Existem algumas solugdes parciais que podem criar outros problemas para a
metodologia. Um exemplo é colocar alguma fonte protéica na dieta para evitar o
déficit de aminoacidos para a sintese de enzimas. Isso poderia ser feito, porem teria
que ser uma proteina de altissima digestibilidade e de alto valor biolégico para que
nao altere os resultados de digestibilidade do milho.

3.2. ADITIVIDADE DAS ENZIMAS

O efeito aditivo das enzimas pode ser visualizados tanto na dieta quanto no
milho. Porém a partir de 50 ppm de xilanase ndo houve resposta. Isso ocorreu
porque pode ter havia uma falta de subtrato para enzima atuar. Da mesma maneira
que ocorreu no presente trabalho com o milho, pode ocorrer com outras enzimas na
dieta. Em que ndao ha uma resposta a adicao de mais enzima devido a presenca de
outra que possa estar atuando em substratos interligados.

Portanto, antes de adicionar enzima na dieta deve haver um estudo da
viabilidade dessas. Considerando tanto os ingredientes e sua composicao
(substratos das enzimas) quanto a interacao delas com outras enzimas ja presentes

na dieta. Dessa maneira evita-se desperdicar dinheiro com enzimas desnecessarias.
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