UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

LUCAS SCHMIDT BASSI

UTILIZACAO DE FITASE EM DIETAS PARA PERUS

CURITIBA
2020



LUCAS SCHMIDT BASSI

UTILIZACAO DE FITASE EM DIETAS PARA PERUS

Dissertacao apresentada ao Curso de Pés
Graduagdo em Ciéncias Veterinarias, Setor
de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal
do Parana, como requisito para a obtencao
do Titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Alex Maiorka

CURITIBA
2020



Bassi, Lucas Schmidt
Utilizacao de fitase em dietas para perus / Lucas Schmidt Bassi. -
Curitiba, 2020.

Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal do Parana. Setor de
Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduagao em Ciéncia Veterinarias.
Orientador: Alex Maiorka.

1. Enzimas - Metabolismo. 2. Nutrientes — Metabolismo. 3. Aves de
corte - Alimentagao. |I. Maiorka, Alex. Il. Titulo. lll. Universidade Federal
do Parana.

Sistema de Bibliotecas/UFPR
Guilherme Luiz Cintra Neves - CRB9/1572




MINISTERIO DA EDUCACAO

SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
T TARERDE FRGEL T FeRAriA PROGRAMA DE POS-GRADUACAQ CIENCIAS
VETERINARIAS - 40001016023P3

TERMO DE APROVAGAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pés-Graduagio em CIENCIAS VETERINARIAS da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigdo da Dissertagdo de Mestrado de LUCAS SCHMIDT
BASSI intitulada: UTILIZAGAO DE FITASE EM DIETAS PARA PERUS, sob orientacdo do Prof Dr. ALEX MAIORKA, que apés
terem inquirido ¢ aluno e realizada a avaliagao do trabalho, sdo de parecer pela sua QM#Q no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esta sujeita & homologagio pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagdes e corregdes
solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pos-Graduago.

CURITIBA, 20 de Fevereiro de 2020.

LEVY DO VALE TEIXEIRA
Avaliador Externo (DSM - NUTRITIONAL PRODUCTS)

gt””‘e’“'i" C/\((/,)\M A C&LL,LM
SIMONE GISELE DE OLIVEIRA
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

RUA DOS FUNCIONARIOS, 1540 - CURITIBA - Parand - Brasil
CEP 80035050 - Tel: (41) 3350-5621 - E-mail: ppgcv.ufpr@gmail.com



AGRADECIMENTOS

A Barbara, por todo o amor e carinho, por sempre estar ao meu lado, me
apoiar em todos os momentos € me incentivar a sempre me tornar uma pessoa
melhor.

A minha familia, Levino, Nadia, Arthur, Fabiola e Fabiano pelo amor,
apoio e pelas oportunidades e licdes que trilharam meu caminho e me trouxeram
até onde estou. Também aos membros caninos da familia, Lady e Sally, pela
alegria e amor que trazem a nossa casa.

Ao meu orientador e professor, Alex Maiorka, pela amizade, paciéncia,
oportunidades e ensinamentos ao longo de tantos anos de estudo.

Aos amigos e colegas do LEPNAN, Jean, Leopoldo, Josiane, Vitor,
Katiucia, por sempre me ajudarem nos momentos de trabalho e esforgo desde
os tempos de graduacdo, e pelo forte companheirismo dentro e fora da
Universidade.

Aos amigos e colegas da DSM, Levy e Rafael, pelas oportunidades
oferecidas e pelo auxilio indispensavel na conducgao e realizacao deste trabalho.

Aos demais professores do LEPNAN, colegas do LNA e ao senhor
Ismael por toda a ajuda.

A CAPES pela concesséao da bolsa durante o mestrado.

Obrigado a todos!



“Nunca aceite um ndo como resposta e nunca pense
que algo é impossivel. Divirta-se sempre. Faga o que

deseja por paixao verdadeira! ”’

Bruce Dickinson.



RESUMO

Foram realizados dois experimentos para avaliar os efeitos de utilizagao
de fitase exdgena na dieta de perus de corte. No experimento 1, 320 perus de
um dia de idade foram distribuidos em um delineamento inteiramente
casualizado com 4 tratamentos e 8 repeti¢cdes de 10 aves cada. Os tratamentos
consistiram em uma dieta controle positivo (CP), controle negativo (CN, -0,15%
P disponivel e -0,18% Ca), CN + 2000 FYT/kg, CN + 4000 FYT/kg. Foram
avaliados consumo de racao (CR), ganho de peso (GP) e conversao alimentar
(CA) de 1-28 dias; Digestibilidade ileal e metabolizabilidade aparente da dieta;
Energia digestivel (EDA) e metabolizavel (EMA) aparentes; Residuo mineral, Ca,
P e indice de Seedor na tibia e concentracado de inositol no plasma. A adicdo de
fitase aumentou CR e GP em comparacao a dieta CN (P<0,05). A digestibilidade
ileal de P e metabolizabilidade da dieta foram melhoradas linearmente com
fitase, assim como valores de EDA e EMA (P<0,05), resultando em aumento
linear do teor de P nas tibias e concentragcdo plasmatica de inositol. No
experimento 2, 420 perus de um dia foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x2: 3 doses de fitase (0, 1000 e
2500 FYT/kg) e 2 pH da agua (5,5 e 8,2), com 6 tratamentos e 7 repeticbes de
10 aves cada. Foram avaliados CR, GP, CA e ingestdo de agua (IA) de 1-21
dias de idade; Digestibilidade e metabolizabilidade aparente da dieta; EDA e
EMA; Residuo mineral, Ca, P e Indice de Seedor na tibia; pH da moela e
concentracdo plasmatica de inositol. A fitase melhorou o GPM e CA em
comparacgao a dieta sem enzima (P<0,05). N&o houve efeito de pH da agua sobre
desempenho (P>0,05) e a IA e pH da moela ndo foram afetados pelos
tratamentos (P> 0,05). O uso de fitase melhorou a digestibilidade,
metabolizabilidade e valores de EDA e EMA da dieta (P<0,05) independente do
pH. O teor de minerais nas tibias e de inositol no plasma foi maior com adigéo
de fitase (P<0,05), sem influéncia do pH da agua (P>0.05). A digestibilidade de
Ca e P foi maior em pH 8,2 e a dose de 1000 FYT/kg foi mais eficaz em pH 8,2
para EDA e EMA, enquanto o aproveitamento de matéria seca e proteina foram
maiores em pH 5,5. Contudo ao aumentar a dose para 2500 FYT/kg as variaveis
de utilizagdo da dieta foram semelhantes em ambos os valores de pH. Os
resultados permitem concluir que doses altas de fitase podem ser usadas para
otimizar o aproveitamento da dieta de perus e melhorar o desempenho,
mineralizagao dssea e disponibilizagcédo de inositol.

Palavras-chave: Enzimas. Fitase. Fitato. Inositol. Perus.



ABSTRACT

Two experiments were conducted to assess the effects of adding
exogenous phytase on turkey diets. In experiment 1, 320 one-d-old turkeys were
distributed in a completely randomized design with 4 treatments and 8 repetitions
of 10 birds each. Treatments consisted of a positive control diet, negative control
(NC, -0.15% available P and -0.18% Ca), NC + 2000 FYT/kg, NC + 4000 FYT/kg.
Evaluated variables were: feed intake (FI), weight gain (WG) and feed conversion
(FC) from 1-28 days; Dietary apparent ileal digestibility and metabolizability;
Digestible and metabolizable energy (ADE, AME); Mineral residue, Ca, P and
Seedor Index in the tibia and plasmatic inositol. Phytase addition increased Fl
and WG compared to CN diet (P<0.05). lleal P digestibility and diet
metabolizability were linearly improved with phytase, as well as ADE and AME
values (P<0.05), resulting in a linear increase of P bone content and plasmatic
concentration of inositol. In experiment 2, 420 one-d-old turkeys were distributed
in a completely randomized design in a 3x2 factorial scheme: 3 phytase doses
(0, 1000 and 2500 FYT/kg) and 2 water pH levels (5.5 and 8.2), with 6 treatments
and 7 replicates of 10 birds. Analyzed variables were: FI, WG, FC and water
ingestion (WI) from 1-21 days; apparent digestibility and metabolizability of the
diet; ADE and AME; Mineral residue, Ca, P and Seedor Index in the tibia;
Plasmatic inositol concentration and gizzard pH. Fitase improved WG and FC
compared to unsupplemented diet (P<0.05). Water pH did not affect performance
and no difference between treatments were observed for Wl and gizzard pH
(P>0.05). Phytase inclusion improved dietary digestibility and metabolizabity, as
well as AME and ADE independently of water pH (P<0.05). Mineral content in
tibia and plasmatic inositol were higher with phytase (P<0.05), and were not
affected by water pH (P>0.05). Ca and P digestibility were higher in 8.2 water pH,
and 1000 FYT/kg dose was more effective on 8.2 pH for ADE and AME, whereas
protein and dry matter utilization were higher in 5.5 pH. When increasing the dose
to 2500 FYT/kg, however, phytase equally improved diet utilization on both water
pH levels. It is concluded that high doses of phytase can be used to optimize diet
utilization on turkeys and improve performance, bone mineralization and inositol
provison.

Key-words: Enzymes. Inositol. Phytase. Phytate. Turkeys.
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1. INTRODUGAO GERAL

Segundo dados da Associagao Brasileira de Proteina Animal, em 2016
o Brasil se posicionou como o terceiro maior produtor de carne de peru no
mundo, com pouco mais de 367 mil toneladas produzidas. Um valor muito abaixo
quando comparado ao produzido pelos Estados Unidos e Unido Européia, que
ocupam a primeira e segunda posi¢ao respectivamente no ranking de maiores
produtores, juntos somando mais de quatro milhdes de toneladas de carne de
peru no mesmo ano. Contudo, de toda a producao brasileira de carne de peru,
cerca de 70% ¢é destinada para abastecimento do mercado interno, sendo o
restante da producao nacional exportado, principalmente na forma de cortes e
produtos industrializados, tornando o Brasil o segundo maior exportador de
carne de peru no mundo, atras apenas dos Estados Unidos.

A producgdo intensiva de perus é semelhante a de frangos, embora
envolva uma maior complexidade nos segmentos, como por exemplo a
dependéncia por inseminacao artificial nos avozeiros e matrizeiros e a divisdo da
criacao dos perus de corte em duas fases: fase inicial (até os 28 dias) e fase final
(dos 28 dias até a idade de abate) (CASTRO et al., 2014). Cerca de dois tergos
do custo de producgio de perus € composto pela alimentagdo. Perus também
diferem do frango de corte em relagao as exigéncias nutricionais, caracterizados
por exigirem niveis maiores de proteina, calcio e fosforo (SENS, 2009).

As dietas para perus no Brasil sdo compostas principalmente por milho
e farelo de soja, e/ou alimentos alternativos, majoritariamente de origem vegetal.
Estes ingredientes possuem um fator antiqualitativo denominado fitato, uma
molécula composta por um anel de inositol ligado a 6 isébmeros de fosfato que
podem complexar em sua estrutura nutrientes como fosforo, calcio e outros
minerais, além de aminoacidos (COWIESON et al., 2009), indisponibilizando
esses nutrientes para digestdo e absor¢do. Em animais n&o-ruminantes, a
producao endogena de enzimas € limitada em quantidade insuficiente para
desfosforilar o fitato, ou seja, remover os grupos fosfatos da molécula e assim
liberar os nutrientes complexados no trato gastrointestinal. A incapacidade de
digerir completamente o fitato pode prejudicar o desempenho zootécnico e ainda
aumentar a excregao de fésforo para o ambiente, contribuindo para a

contaminacgao de solos e lencgdis freaticos pela presenca em demasia do mineral
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em adubos organicos, provenientes principalmente da criacdo de animais
monogastricos como frangos, perus e suinos (TOOR et al., 2005).

A utilizagédo de fitase exdgena na dieta de aves é uma das estratégias
aplicadas para eliminar os efeitos negativos do fitato. Sua suplementagcao
promove efeitos positivos na disponibilidade de fésforo fitico, reduzindo a
necessidade de suplementacdo de fosforo inorganico e consequentemente
reduzindo o custo de formulacao da dieta (SELLE; RAVINDRAN, 2007). Estudos
recentes abordam a utilizacao de doses mais altas ou super-doses de fitase nas
dietas de frangos e perus, afim de buscar evidéncias do chamado efeito “extra-
fosforico”. O efeito extra-fosforico é respaldado no aumento significativo da taxa
de degradacao do fitato a ponto de aumentar a solubilidade de outros nutrientes
no trato e liberar outros minerais e aminoacidos complexados além do fésforo.
Uma alta dosagem visa também uma maior absor¢cdo da molécula de inositol
livre resultante da completa desfosforilagdo do fitato, assim melhorando ainda
mais o aproveitamento da dieta e aprimorando o desempenho e fortalecimento
0sseo dos animais (WALK; RAMA RAO, 2020; DERSJANT-LI; KWAKERNAAK,
2019; COWIESON et al., 2017)

Um dos fatores de maior influéncia na interacdo do fitato com
componentes da dieta e na atividade de fitase € o pH do trato intestinal
(AMERAH et al., 2014). Na moela e proventriculo das aves, cujo pH varia de 2,5
a 5,0, a maior parte dos quelatos de fitato com outros nutrientes sédo soluveis
(LIEBERT et al., 1993), porém o pH neutro do intestino favorece a formagéo
destes quelatos, dificultando a ligagao da fitase com o substrato. Otimizar o pH
do trato é, portanto, essencial para garantir atividade otima da fitase
suplementada na dieta. Desta forma acredita-se que o pH da agua fornecida as
aves pode exercer influéncia sobre o pH do trato, justificando a necessidade de
estudar a interacao deste parametro com diferentes inclusdes de fitase na dieta.

Dada a importancia do presente assunto, sera abordado nesta reviséo a
descricdo da atividade enzimatica da fitase, os fatores que influenciam esta
atividade e os efeitos de sua suplementacdo sobre o desempenho e

aproveitamento da dieta de perus de corte.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EFEITOS DO FITATO

O mineral fosforo, além de ser um componente estrutural das
membranas celulares, tem participacdo essencial em diversos processos
fisioldgicos, tais como a formacao do tecido muscular, absor¢cao de nutrientes,
ativagdo de processos enzimaticos, manutengdo osmotica e balango acido-
basico, formagado da molécula de adenosina-trifosfato, além de ser primordial
para formacado de colageno e mineralizacdo do sistema esquelético. Trata-se
portanto de um dos nutrientes de maior importancia considerando a exigéncia do
animal e de maior custo na formulagéo de dietas para aves (OLIVEIRA, 2016).

A fonte do fésforo utilizado na dieta é um fator definitivo da
biodisponibilidade e aproveitamento do mineral. O fésforo originado de fontes
inorganicas, tais como mono, di ou trifosfatos, ou entdo proveniente das farinhas
de origem animal apresenta uma biodisponibilidade considerada proxima ao
100% (SCOTTA et al., 2014). Contudo, em ingredientes de origem vegetal, que
compdem a maioria das dietas brasileiras para frangos e perus, principalmente
milho e farelo de soja, a maior parte do fésforo esta presente na forma de fésforo
fitico (Tabela 1), parcialmente indisponivel para o animal. Esta denominacéo é
dada ao fésforo quando encontra-se complexado ao inositol, formando o acido
fitico, também chamado de fitato quando na forma de sal, uma molécula formada
por seis grupos de fosfato ligados negativamente a 12 atomos de hidrogénio em
um anel de inositol (mio-inositol-1,2,3,4,5,6-hexafosfato; 1Ps) (SELLE;
RAVINDRAN, 2007).

TABELA 1. TEOR DE FOSFORO (P) TOTAL E FITICO NA COMPOSIGAO DE INGREDIENTES
VEGETAIS

Ingredientes P total (%) P fitico (%) P fitico/ P total (%)
Milho 0,28 0,20 71,4
Trigo 0,37 0,24 64,9
Farelo de Arroz 1,50 1,28 85,3
Aveia 0,27 0,22 81,5
Farelo de Soja 0,65 0,38 58,5
Farelo de Algodéao 0,97 0,75 77,3
Farelo de Canola 1,07 0,65 60,7
Farelo de Amendoim 0,63 0,50 79,4

FONTE: Adaptado de NRC (1994).
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A funcéao do fitato presente nos cereais e sementes, que representa até
80% do total de fosforo, esta relacionado com sinalizagdes transmembranas e
mobilizacdo de minerais para formar reservas intercelulares, sendo a principal
fonte de energia e fésforo durante a germinacao (LEI; PORRES, 2003). Pelo fato
de ser uma molécula polianidnica, ou seja, estar negativamente carregado, pode
facilitar a formagé&o sais insoluveis com cations, notadamente com minerais Ca+,
K+, Mg++, Zn+, Fe+, e Mn++ (LIU et al., 2005). Além disso, o fitato também pode
formar associagdes quimicas com polissacarideos, proteinas e aminoacidos da
dieta (FEBLES et al., 2002), conforme ilustrado na Figura 1. O fitato é, portanto,
considerado um fator antinutricional na alimentagcao de animais monogastricos,
e estima-se que, de uma maneira geral, as dietas das aves de producao
contenham de 2,5 a 4,0 g/kg de P-fitico (SELLE; RAVINDRAN, 2006).

FIGURA 1. COMPLEXAGAO DE NUTRIENTES NA MOLECULA DO ACIDO FiTICO.

.r/ Ca\"\
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0,P—Ca—~Proteina
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Amido

FONTE: Adaptado de Romano e Russo (2008).

O fitato interage com componentes da dieta no trato digestério do animal,
sendo estas interagdes influenciadas principalmente pelo pH do trato e ligagdes
com outros minerais como por exemplo o calcio (AMERAH et al., 2014). A
afinidade da molécula de fitato por cations esta diretamente ligada ao pH do trato
gastrointestinal e a constante de dissociagdo da molécula (pKa) (SANTOS,
2012), sendo que em pH menor que 3,5 os quelatos de fitato com minerais estéao
levemente carregados negativamente e, portanto, sdo mais soluveis. Porém no

pH neutro/alcalino do intestino das aves, o fitato esta mais fortemente carregado
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negativamente, resultando em aumento da afinidade da molécula por cations, e
assim favorecendo a formacdo dos quelatos (SHANMUGAN, 2018).
Consequentemente estes quelatos diminuem a disponibilidade de fésforo e
outros nutrientes complexados na molécula, e reduzem a solubilidade de outros
nutrientes no trato gastrointestinal, assim aumentando a excregdo de minerais e
aminoacidos (COWIESON et al., 2017).

Ainda, quando na presenca de Ca em alta quantidade, o mineral reage
com o fitato formando um complexo de fitato+Ca que inibe a agcdo de enzimas
sobre a molécula (McKNIGHT, 1997), sendo que a reagéo € acentuada em pH
relativamente neutro. Além disso, as proteinas apresentam interagao
eletrostatica com o fitato, fazendo com que estes nutrientes percam agua ao seu
redor, prejudicando sua solubilidade e digestibilidade (COWIESON;
COWIESON, 2011).

Para que os nutrientes ligados ao fitato se tornem disponiveis e sejam
absorvidos, o anel de mio-inositol deve ser primeiramente quebrado no trato
digestorio, liberando os grupos fosfatos pela agdo de enzimas fitases ou outras
fosfatases. Em animais ruminantes, esta quebra é realizada pelas bactérias
ruminais, liberando o fésforo durante o processo de fermentagdo ruminal para
posterior absorgao (SANTOS, 2012). Contudo, em animais monogastricos, a
exemplo de suinos e aves, a produgdo enddgena destas enzimas se da em
quantidade insuficiente para realizar a hidrolise do fitato de maneira eficiente,
limitando assim o aproveitamento da dieta (INGELMANN et al. 2018).

Devido a baixa disponibilidade de fésforo fitico na dieta das aves,
relacionado com a baixa producao de fitase e fosfatase enddgenas, usualmente
sao utilizadas fontes de fésforo inorganico nas dietas, como por exemplo fosfatos
de rocha, o que gera aumento dos custos de producédo e de excre¢cdo do mineral
(DERSJANT-LI; KWAKERNAAK, 2019). Entretanto, estima-se que até 2050 as
fontes baratas de fosfato mineral sejam esgotadas (KUMAR et al., 2016). Além
do mais, a utilizacdo de excretas demasiadamente ricas em fésforo, para fins de
adubacdo em lavouras e pastagens, € um dos maiores contribuintes para
contaminagdo do solo e lengois freaticos, relacionado a ocorréncia de
eutrofizagdo e nitrificagéo, principalmente em areas de concentrada produgéo de

animais monogastricos (TOOR et al., 2005).
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A presenca de fitato no trato das aves também induz um excesso de HCI
no lumen intestinal, uma reagdo do organismo que visa compensar a reduzida
digestibilidade proteica (COWIESON et al., 2004), porém gerando maior irritagéo
da mucosa intestinal. Devido a irritagdo da mucosa, ha aumento na produgao de
mucina no trato, conforme observado por Onyango et al. (2009),
consequentemente levando a perda de aminoacidos endogenos. Além disso,
Allen e Flemstron (2005) observaram maior transferéncia de NaHCOz3 para o
lumen, como forma de neutralizar o excesso de HCI, e neste caso causando um

aumento na excrecgao de sodio.

2.2 ENZIMA FITASE

A utilizacdo de fitase exdgena na alimentacdo de animais nao-
ruminantes € uma pratica comum. A fitase € uma enzima que age sobre a
molécula de acido fitico presente nos alimentos, catalisando sua degradacgao
para liberar os nutrientes complexados na estrutura do IPs para absorgcdo. A
quebra do acido fitico disponibiliza principalmente fdsforo, calcio e
microminerais, além de outros nutrientes tais como proteinas e aminoacidos,
carreando diversos outros efeitos benéficos provenientes da eliminagao do fitato
no trato do animal.

As fitases sao essencialmente divididas em dois grandes grupos, de
acordo com o local onde iniciam a reagcdo na molécula do fitato, que é
estabelecido pela posigcao do carbono no anel de mio-inositol. As chamadas 3-
fitases, de origem microbiana, iniciam a hidrélise na posi¢cao Cs, ou terceiro
carbono, enquanto as 6-fitases, derivadas de plantas, iniciam na posi¢ao Cs, ou
sexto carbono (BEDFORD; PARTRIDGE, 2010).

A reacao promovida pela fitase é a de desfosforilagdo da molécula de
mioinositol-1,2,3,4,5,6-hexaquisfosfato, caracterizada pela remogdo um a um
dos grupos fosfatos ligados ao anel de mio-inositol. O caminho de degradacéao
completa do acido fitico, conforme definido por Dasgupta et al. (1996), é |IPs —
IP5s — |IP4— IP3 — IP2 — IP1 — inositol livre, assim gerando como produto final
inositol e seis porgdes de fosforo. Apds a hidrolise, os nutrientes ligados aos
fosfatos sdo disponibilizados para absorgdao no trato do animal. Contudo, a

hidrolise pode nao ser completa, e dependendo do grau de desfosforilagao do
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acido fitico, ou da quantidade de grupos fosfatos removidos, sdo gerados os
ésteres intermediarios, que variam de IPs a IP1 (CORADI, 2017).

Apesar de ndo existir uma unidade internacional padrao para medi¢ao
da atividade de fitase, Engelen et al. (1994) definiu a atividade de fitase em
unidades de fitase (FTU), sendo que um FTU é a quantidade de enzima que
libera 1umol de ortofosfato inorganico/min a partir de um fitato de Na de 0,0051
mol L' em pH 5,5 e a temperatura de 37°C. Outras abreviagbes para unidade de
fitase incluem FTY e U, adotadas para diferentes fitases comerciais, porém
estabelecidas nos mesmos parametros.

A fitase esta presente naturalmente em plantas, microorganismos e
também na mucosa intestinal e na microbiota do trato digestivo das aves, embora
em quantidade insuficiente para a quebra eficaz do fitato da dieta INGELMANN
et al., 2018). No milho e farelo de soja, os ingredientes vegetais mais utilizados
na formulacao de dietas para aves, a presencga de fitase no gréo é quase nula,
porém outros alimentos como trigo, cevada e farelo de arroz sdo mais ricos em
fitase, embora também contenham muito mais P fitico (LOTT et al., 2002).

A comercializacdo de fitase exdgena teve inicio nos anos 90, em
resposta a uma nova legislagao holandesa que limitava a poluigdo ambiental por
P (SELLE; RAVINDRAN, 2007). A maioria das fitases comercializadas para
suplementagao em dietas animais sao provenientes de micro-organismos como
fungos, leveduras, bactérias e protozoarios, os quais produzem a enzima para
aproveitar o fosforo proveniente do solo e da decomposi¢cdo de plantas
(CORADI, 2017). Por conta disso, um dos meios mais utilizados para obtencao
de fitases é por controle de processos fermentativos para replicar a enzima em
alta escala, realizados em meio liquido ou sélido (KUMAR et al., 2016).

Fungos do género Aspergillus sdo 0os micro-organismos mais utilizados
na produgao de fitases, sendo comuns também fitases de origem bacteriana, por
exemplo dos géneros Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus e Streptomyces, e
de leveduras (Saccharomyces, Schawnniomyces) (SINGH, 2008). Comumente
s&o utilizadas no mercado enzimas derivadas de A. niger, uma 3-fitase, e de P.
lycii e E. coli, que sao 6-fitases (SELLE; RAVINDRAN, 2007).

A fermentagdo para produgdo da fitase pode ser realizada de duas
formas (SINGHANIA et al., 2010): Fermentagdo submersa (FS), quando o

microrganismo € mantido em meio aquoso composto por 95% de agua;
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Fermentacao em estado sélido (FES), onde o micro-organismo cresce em uma
superficie solida na qual a agua esta adsorvida.

Industrialmente, o processo mais aplicado para obtencao de fitases € por
FS, pois tem como vantagem a maior facilidade no controle de fatores como
temperatura, pH, aeragao, entre outros, permitindo uma produgdo em larga
escala (YU; CHEN, 2013; SINGHANIA et al.,, 2010). Todavia, a FS pode
apresentar baixo rendimento, alta geracdo de residuos e problemas de
contaminacao relacionadas a alta atividade de agua (Aw) (YU; CHEN, 2013).

A producéo de fitases por FES apresenta maior rendimento, menor gasto
energético e menor producado de residuos, possibilitando a obtencdo de um
produto mais concentrado (CORADI, 2017). Em contrapartida, diferente da FS,
o controle de parametros do processo tais como temperatura, pH e oxigenagao
€ mais dificultoso (YU; CHEN, 2013).

A fitase é amplamente utilizada na alimentacdo de animais
monogastricos, principalmente aves e suinos, para diminuir o efeito danoso do
fitato sobre o aproveitamento da dieta, melhorando digestibilidade e absorg¢ao de
diversos nutrientes e possibilitando a menor inclusao de fontes inorganicas de P
sem deixar de suprir o requerimento pelo mineral. Dersjant-Li e Kwakernaak
(2019) comprovaram em seus estudos que a adigao de fitase na dieta de frangos
contribuiu para uma melhora muito mais significativa da conversao alimentar em
comparacao a dietas suplementadas somente com fosfato. Os resultados foram
atribuidos a uma melhora na digestibilidade de aminoacidos e de so6dio com
inclusao de fitase, o que nao ocorreu nas dietas sem enzima.

Em estudos mais recentes, buscam-se evidéncias do chamado efeito
extra-fosférico que pode ser ocasionado pela suplementagao de altas doses de
fitase na dieta, além do nivel padrao atualmente empregado pela maioria das
empresas e formuladores. Uma dose alta, também chamada de super-dose ou
super-dosagem pode ser estabelecida como sendo acima de 1500 FTU/kg
(BONEY; MORITZ, 2017). Apesar dos meios de acdo de uma super-dose de
fitase ainda ndo serem muito bem conhecidos, o conceito da pratica de super-
dosagem baseia-se em potencializar a quebra do acido fitico a ponto de
promover a liberagcao de outros nutrientes além do fésforo, aumentando também

0 aproveitamento de proteina, aminoacidos e energia da dieta e a absorgéo de
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inositol, por isso denominado efeito extra-fosforico (DERSJANT-LI,
KWAKERNAAK, 2019; COWIESON et al., 2017).

Os beneficios da super-dosagem de fitase tém sido apontados em
trabalhos com frangos de corte (WALK; RAMA RAO, 2020; WALK; OLUKOSI,
2019; SOMMERFELD et al., 2018; BEESON et al., 2017; COWIESON et al.,
2017; BONEY; MORITZ, 2016; WALK et al., 2013) e eventualmente com perus
(PIRGOZLIEV et al., 2011; PIRGOZLIEV et al., 2007). Algumas investigacoes
buscam caracterizar principalmente a intensidade de degradagao do fitato com
uso de doses altas de fitase (WALK; OLUKOSI, 2019; SOMMERFELD et al.,
2018; BEESON et al., 2017), observada por meio da reducéo de IP6 no trato e
aumento de inositol circulante, produto oriundo da desfosforilacdo completa do
acido fitico. Segundo revisao feita por Gonzalez-Uarquin et al. (2020), a fungéo
da molécula de inositol no organismo animal esta ligada a varios processos
metabdlicos e regulatorios, a exemplo de efeitos no metabolismo da glicose e
captacao de glicose nos musculos, agindo como um mimético de insulina; efeitos
antioxidantes; relacdes com o metabolismo de lipideos; absor¢cao Ossea de
minerais; agdo osmotica em tecidos especificos, como cerebral e renal; entre
outras fungbdes. O aumento da absorgéo de inositol no trato €, portanto um dos
intuitos da suplementacao de super-dosagens de fitase.

Quanto maior a concentracao de fitato na dieta, mais acentuados s&o os
efeitos antinutricionais, e maiores devem ser as doses suplementadas de fitase
para contrapor estes efeitos, dependendo do indice zootécnico que se busca
otimizar. Em um trabalho recente, Walk e Rama Rao (2020) avaliaram os efeitos
de 3 niveis de P fitico na dieta de frangos (0,24; 0,345; 0,45%) com 4 doses de
fitase (0, 500, 1000 e 2000 FTU/kg). O maximo ganho de peso foi obtido com
1285 FTU/kg e 0,29% de P fitico, enquanto para conversao alimentar nao foi
possivel chegar ao menor valor mesmo com uma maior dose que 2000 FTU/Kkg,
demonstrando a possibilidade de se utilizar super-doses de fitase para otimizar

desempenho das aves.

2.3 ATIVIDADE DE FITASE E PH

Diferentes categorias de fitase sao influenciadas de maneira distinta por

fatores tais como pH do trato, estabilidade térmica, resisténcia a proteases
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endodgenas e concentragdes de calcio e fosforo na dieta, e a eficacia da enzima
depende também da sua capacidade em manter a atividade em diferentes
condigdes (OLIVEIRA, 2016). De acordo com Coradi (2017), para realizar a
hidrolise do fitato durante a digestao, a fitase deve ser resistente ao ambiente
estomacal acido e as proteases digestivas.

O pH do trato gastrointestinal das aves € um dos fatores de maior
influéncia direta no grau de degradacgao do fitato e no nivel de atividade da fitase.
A deprotonacgao do fitato é otimizada em pH acido, porém quando em meio a um
pH mais neutro, pode levar a formag¢ao de complexos da molécula com cations,
principalmente Ca (AMERAH et al., 2014; SHANMUGAN, 2018).

O papo, proventriculo e moela das aves, que compreendem a porgao
superior do trato gastrointestinal das aves, caracterizam-se por apresentaram
um pH mais acido, variando de 2,5 a 5,0. Uma vez que nesta regido do trato, os
quelatos de fitato sdo mais susceptiveis a desfosforilacao (LIEBERT et al., 1993),
a atividade enzimatica da fitase neste local deve ser potencializada.

A medicao da atividade de fitase é feita utilizando-se um pH padronizado
de 5,5, definido como o valor de pH onde a atividade da enzima € 100%. Um
teste in vitro feito por Naves et al. (2012) comparou a atividade de fitases de
origem fungica conforme a variagao de pH do meio, demonstrando que a faixa
de pH o6timo variou de 3.0 a 5.0 (Figura 2). Outro estudo, por Tran et al. (2011)
comparou a atividade de quatro fitases comerciais de diferentes origens (E. coli,
A. niger e P. lycii), relatando maior atividade enzimatica em um nivel de pH entre
2,0-5,0 para as fitases de E. coli e A. niger e de 4,0-5,0 para P. lycii.

A origem da fitase e 0 meio de producdo sao portanto determinantes da
faixa de pH 6timo da enzima. Algumas fitases, a exemplo das provenientes de
bactérias Bacillus, bem como de plantas dos géneros Typha e Lilium sao
pertencentes ao grupo das alcalinas, cujo pH 6timo de atividade pode variar de
6,5 a 8,0 (IDRISS et al., 2002). A maioria das fitases comerciais, entretanto,
provenientes principalmente de Aspergillus e E. coli sao fitases acidas.

Entretanto, mesmo entre fitases acidas, sao notaveis as diferengas entre
os perfis de pH 6timo. Applegate et al. (2003) explicam que uma fitase originada
de E. coli pode apresentar uma atividade 25% maior em pH 2,5, porém 35%
menor em pH 5,5 comparada a uma derivada de Aspergillus. Comumente a

formulagao de dietas com fitase baseia-se na quantidade de P liberado em pH
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5,5, porém se as enzimas sao ativas em pH 2,5, a atividade enzimatica na regiao
gastrica sera diferente entre ambas as fitases, mesmo com uma mesma incluséo
na dieta. O exemplo dado pelos autores € que, ao incluir 500 FTU/kg na dieta,
em pH 2,5 a atividade de uma fitase E. coli seria de 770 FTU/kg, o dobro se
comparada a 335 FTU/kg da derivada de Asperqgillus.

FIGURA 2. ATIVIDADE DE FITASES DE DIFERENTES ORIGENS EM FUNCAO DO PH.
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Yu et al. (2012) demonstraram em seus estudos que a capacidade de
ligacao do IPs a proteinas vindas da dieta € maior comparada a seus respectivos
ésteres (IPs-1P1), resultantes do processo de desfosforilagao. A ligacao do fitato
ao Ca também depende da composicao de ésteres presentes no trato, sendo
que IP3, por exemplo, apresenta cerca de 11% da capacidade de ligagao ao Ca
em comparagdo a |IPs (ADEOLA; COWIESON, 2011). Os isdbmeros IP14
apresentam baixa capacidade de se ligar a proteinas e minerais, ou seja, 0s
produtos intermediarios e finais resultantes da desfosforilacdo do fitato sao
menos efetivos em formar complexos com nutrientes. Relacionando esta
caracteristica com a atividade de fitase em diferentes pH, Dersjant-Li et al. (2015)
realgca a importancia de hidrolisar o fitato o mais rapido e completamente possivel
na porgao superior do trato, cujo pH mais acido otimiza a eficacia da enzima.

Dessa maneira, a extragdo da maior quantidade possivel de IPs e IP5s no
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proventriculo e moela ajuda a reduzir o efeito antinutricional do fitato antes que
chegue ao intestino, onde o ambiente de pH mais neutro favorece a formagao de
quelatos e prejudica a quebra da molécula.

Em vista da acéo que o pH exerce sobre a atividade de fitase no trato
das aves, concerne a este trabalho argumentar a respeito da influéncia do pH da
agua sobre esta caracteristica. Antes de tudo, € evidente que a importancia da
agua na nutricado das aves se relaciona ao fato da ingestdo de agua estar
diretamente ligado ao consumo de ragéo. A elevacéo do pH, tornando a agua
alcalina ou alcalinizada, pode reduzir sua ingestdo devido ao sabor amargo
indesejavel para as aves (WATKINS, 2008). O mesmo efeito indspito no sabor
da agua também pode ser causado pela sua acidificacao excessiva, deprimindo
a ingestdo (ACIKGOZ et al. (2011). As recomendagdes de pH da agua para
frangos, por exemplo, sdo de 6 a 6,5, embora ha evidéncias de que podem
tolerar um pH variando de 4 a 8 sem impactar a ingestao (WATKINS, 2008). Para
perus, o pH recomendado pela Aviagen™ (2016) é de 5 a 8, sendo que valores
abaixo de 5 podem levar a corrosao dos equipamentos bebedouros e valores
acima de 8 prejudicam a eficacia de produtos desinfetantes utilizados na agua.

A acidificagado da agua é pratica comum na avicultura. O uso de acidos
organicos como alternativa aos antibidéticos visa reduzir o pH da agua, atuando
como regulador da microbiota e diminuindo o nivel de patdégenos tanto na agua
quanto na moela e proventriculo das aves, assim melhorando desempenho
(PHILIPSEN, 2006).

Estudos relatam melhoras no desempenho e digestibilidade de
nutrientes advindas da acidificagdo da agua com uso de acidos organicos,
principalmente por meio da melhor utilizacdo de nutrientes decorrente da
eliminacao de patdégenos e de beneficios a composigéo e atividade da microbiota
intestinal (YANG et al., 2009; HAMID et al., 2018). Agikgoz et al. (2011), por outro
lado, ndo encontrou efeitos benéficos da agua acidificada sobre desempenho,
microbiota intestinal ou contaminacdo de carcacas de frangos. Os autores
atrelam este resultado ao tipo e concentracdo do acido organico utilizado,
embora os animais tenham consumido agua acidificada apenas durante um
periodo de 8 horas pré-abate, diferente de outros estudos onde a suplementagao
de agua acidificada foi continua durante todo o periodo experimental. Em relagéo

aos efeitos de agua acidificada para perus, um experimento com peruas
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poedeiras também nao relatou diferengas no desempenho das aves ingerindo
agua com pH 4, 6 e 8 (CORNELISON et al., 2005).

Em relagdo a oferta de agua alcalinizada ou ionizada para aves, os
estudos sédo poucos. Uma revisao feita por El-Sabrout e El-Hanoun (2019)
sintetiza os efeitos de agua ionizada ou magneticamente tratada sobre
desempenho de frangos e producdo de ovos em poedeiras. Os autores
descrevem que o processo de magnetizagao da agua, que causa a alcalinizagao,
também melhora sua dureza, sanitizacdo e aumenta o numero de solidos
dissolvidos, assim trazendo uma série de beneficios para as aves. No entanto,
nao ha relatos envolvendo agua com pH elevados para perus.

Estudos demonstram que a alteracdo do pH da agua, mais
extensivamente da acidificacdo, pode modificar o pH de diferentes partes do trato
gastrointestinal das aves. Apesar de haverem relatos de nao alteragdo no pH da
moela de frangos e perus apos ingestdo de agua acidificada (WATKINS et al.,
2004), outras pesquisas indicam uma reduc¢ao no pH do papo, proventriculo e
ileo (HAMID et al. 2018) ou mesmo em todos os segmentos do trato (PESTI et
al., 2004) advinda da ingestdo de agua acidificada. Neste caso pode-se supor
que ha influéncia do pH da agua sobre enzimas cuja atividade é dependente do

pH do trato para étima funcionalidade, tais como a fitase.

2.4 EFEITOS DA FITASE NA DIETA DE PERUS

Assim como outras aves, os perus aproveitam o fosforo da dieta de
maneira restrita devido a presenca do acido fitico. Além disto, existem diferengas
substanciais quanto a utilizacao de fosforo dietético entre diferentes espécies de
aves domésticas, sendo o peru a ave que apresenta menor taxa de utilizagao de
fésforo da dieta em comparagdo a frangos, patos e codornas, conforme
evidencia em trabalho de Rodehutscord e Dieckmann (2005). Neste estudo, os
autores avaliaram a utilizagao de P em diferentes espécies de aves alimentadas
com dietas basais sem suplementacéo de P por outras fontes, constatando que
as taxas de utilizagao foram de 58% para frangos, 55% para codornas, 46% para
patos e 39% para perus. As hipdteses levantadas acerca destas taxas sdo:
potenciais diferencas na excre¢cdo de P, dada uma certa ingestdo de P;

Diferencas na taxa de passagem do alimento; Diferengcas na habilidade de
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hidrolisar o fitato, sendo este fator ligado, por sua vez, a diferengas no pH do
trato e na atividade de fitases enddgenas. Frente a este menor aproveitamento
de P fitico, reforca-se a ideia de que a suplementacédo com fitase nas dietas para
perus deve ser considerada de maneira singular.

Apesar dos estudos envolvendo utilizacdo de fitase para perus serem
mais escassos em comparagao com frangos, existem relatos sobre os efeitos
positivos da suplementagdo enzimatica em varios aspectos da produgao.

Atia et al. (2000) avaliaram o desempenho de perus alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de fésforo n&o-fitico, baseado nas
recomendagdes do NRC (1994), com ou sem suplementacao de fitase. Quando
alimentados com apenas 30% do nivel de fésforo recomendado pelo NRC
(1994), porém com inclusdo de 500 FTU/kg de fitase, os perus apresentaram
desempenho similar aos que ingeriram dietas de alto fésforo n&o-fitico sem
fitase. Os resultados demonstraram que a enzima possibilitou a reducdo dos
niveis de fésforo da dieta sem prejudicar o desempenho dos animais.

Resultados positivos para utilizagdo de fosforo e mineralizagdo 6ssea
foram observados em perus alimentados com fitases de diferentes origens por
Applegate et al. (2003). Uma suplementagao de 500 FTU/kg de fitase originada
de E. coli melhorou a retencdo de fésforo em até 10% e aumentou o peso e
porcentagem de cinzas nas tibias quando comparada a uma dieta sem enzima,
e de forma mais efetiva comparada a fitases derivadas de Aspergillus e
Peniophora devido a caracteristicas intrinsecas das enzimas.

Em um estudo com fitases bacterianas oriundas de E. coli, Kozlowski et
al. (2010) avaliaram o desempenho, mineralizacao 6ssea e digestibilidade de
nutrientes em perus alimentados com diferentes inclusdes da enzima em uma
dieta de baixo calcio e fdsforo, comparativamente a uma dieta sem
suplementacao e com niveis padroes de calcio e fésforo. Perus suplementados
com 500 FTU/kg e 1000 FTU/kg de fitase obtiveram desempenho semelhante ao
controle positivo, além de obterem os melhores resultados de conversao
alimentar no periodo. A incluséo de fitase na maior dose, de 1000 FTU/kg,
melhorou a digestibilidade de calcio e fésforo, por conseguinte resultando em
maior conteudo de cinzas e fésforo absorvido nos ossos. O estudo sugere que

os perus podem responder a doses superiores a 1000 FTU/kg na dieta.
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Os efeitos resultantes de doses mais altas de fitase na dieta de perus
foram evidenciados por algumas pesquisas. Pirgozliev et al. (2007) compararam
o efeito de diferentes doses de fitase (250, 500 e 2500 FTU) em dietas de baixo
calcio e fosforo entre frangos e perus. O efeito da inclusdo de fitase sobre o
desempenho dos animais foi linear e positivo, com um aumento médio entre
ambas espécies de 17% e 19% para consumo de ragao e ganho de peso
respectivamente. Também foram observados resultados positivos para
digestibilidade de MS e EMA com a inclusdo de alta dose de fitase para ambas
espécies. Salienta-se que o aumento no ganho de peso foi maior em perus
(13,2%) do que em frangos (10,2%), assim como o aumento na EMA (5,7% em
perus contra 1,4% em frangos). Os autores concluem que frangos e perus podem
responder a concentragdes de fitase maiores que 2500 FTU/kg, porém de
maneira diferente, destacando ainda que a enzima aumentou a eficiéncia
alimentar dos perus em 7,6%, 0 que nao foi observado para frangos.

Em uma continuacao do estudo descrito acima, Pirgozliev et al. (2011)
também verificaram efeitos lineares no aumento de digestibilidade de diversos
aminoacidos e na reducao de excre¢cao de mucina, medida na forma de acido
sialico. Neste caso a menor excregcao de mucina é reflexo de menos irritagao da
mucosa do intestino, que é provocada pela agao antinutricional do acido fitico e
contraposta pela fitase (ONYANGO et al., 2009).

Wealleans et al. (2016) testaram doses de fitase variando de 345 a 1380
FTU/kg com niveis de inclusdo de P inorganico variando de 0,6 a 1,8 g/kg. A
dose 6tima foi determinada como sendo o ponto onde o valor do incremento de
P fosse igual ao custo de adicdo da enzima na dieta, considerando que a
disponibilizacdo de P proporcionada pela fitase fosse semelhante a
proporcionada por fontes inorganicas. Sob diferentes condi¢des de custo, tanto
da enzima quanto do fosfato, a dose que garantiu melhor ganho de peso e
digestibilidade de P encontrada pelos autores variou entre 762 a 1231 FTU/kg.
Neste caso enfatiza-se que a formulagdo com fitase para perus, assim como
para outros animais monogastricos, deve determinar o quanto do custo de adi¢ao
da enzima é recuperado por meio da retirada de fontes inorgénicas, garantindo
o requerimento do animal por P. Todavia, é preciso também levar em conta o
valor envolvido nos efeitos extra-fosféricos da enzima, tais como melhora no

aproveitamento de proteina, aminoacidos e energia.
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3. DIFERENTES DOSES DE FITASE SOBRE O DESEMPENHO,
APROVEITAMENTO DA DIETA, MINERALIZAGAO OSSEA E INOSITOL
CIRCULANTE EM PERUS

(Different doses of phytase on performance, bone mineralization, diet

utilization and circulating inositol of turkey poults)

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de
diferentes doses de fitase em dietas para perus. 320 perus de um dia de idade
foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado com 4
tratamentos e 8 repeticoes de 10 aves cada. Os tratamentos consistiram em uma
dieta controle positivo (CP), controle negativo (CN, -0,15% P disponivel e -0,18%
Ca), CN + 2000 FYT/kg, CN + 4000 FYT/kg. Consumo de ragao (CR), ganho de
peso (GP) e conversao alimentar (CA) foram calculados de 1-28 dias de idade.
Foram calculadas digestibilidade ileal e metabolizabilidade aparente da dieta,
energia aparente digestivel e metabolizavel e variaveis de mineralizagao 6ssea
(residuo, Ca, P e indice de Seedor). Amostras de sangue foram coletadas apara
analise da concentragao plasmatica de inositol. Os dados foram submetidos a
ANOVA, as médias comparadas por teste Tukey a 5% e uma analise de
regressao foi conduzida entre a dieta CN e as dietas suplementadas com fitase.
Ambas as doses de fitase tiveram resultados semelhantes para CR e GP
(P<0,05), ambas maiores que NC e similar a CP, porém nao houve efeito dos
tratamentos sobre CA (P>0,05). Houve uma melhora linear com a
suplementagcdo enzimatica para digestibilidade ileal de P e para todas as
variaveis de metabolizabilidade analisadas nas excretas (P<0,05). A inclusao de
fitase aumentou linearmente o teor de P nas tibias e a concentragao de inositol
livre no plasma (P<0.05). Conclui-se que a suplementagao de altas doses de
fitase para perus melhora a utilizagdo da dieta, refletindo em maior absorgéo
ossea de P e disponibilizagdo de inositol.

Palavras-chave: Aproveitamento de fosforo. Caracteristicas Osseas.
Digestibilidade. Enzimas. Inositol. Metabolizabilidade.
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ABSTRACT

The study aimed to evaluate the effects of different doses of phytase on
performance, bone composition and diet utilization of turkeys. A total of 320 one-
day-old turkeys were distributed in a completely randomized design into 4
treatments and 8 replicates of 10 birds each. Treatments were positive control
(PC), negative control (NC, -0.15% P and -0.18% Ca), NC + 2000 FYT/kg, NC +
4000 FYT/kg. Feed intake (Fl), body weight gain (BWG) and feed conversion
ratio (FCR) from 1 to 28 days were calculated. Apparent ileal digestibility and
metabolizability coefficients of the diet and digestible and metabolizable energy
were determined, as well as tibia mineralization variables (Mineral residue, Ca, P
and Seedor Index). Blood samples were collected at 28 days to analyze
concentration of plasma myo-inositol. Data were submitted to ANOVA and means
compared by Tukey test at 5% probability and a regression analysis was
performed between NC diet and supplemented diets. The inclusion of both
phytase levels resulted in higher Fl and BWG compared to NC diet (P<0.05), both
similar to PC, but no effect was observed for FC (P>0.05). Phytase presented a
linear improvement (P<0.05) on P ileal digestibility and metabolizability of all
variables in the excreta Phytase showed a linear response on P content in the
tibiae and also a linear improvement in plasma myo-inositol (P<0.05). In
conclusion, the supplementation of turkey diets with high levels of phytase
improves diet utilization, therefore increasing phosphorus content in the bone and
inositol provision.

Key words: Bone characteristics. Digestibility. Enzymes. Metabolizability. P
availability.
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3.1 INTRODUGAO

As dietas para perus sdao compostas majoritariamente por ingredientes
vegetais como milho e farelo de soja. Nestes ingredientes, o mineral fosforo esta
ligado covalentemente ao inositol, formando um fator antinutricional conhecido
como acido fitico, uma molécula formada por seis grupos de fosfato ligados
negativamente a 12 atomos de hidrogénio em um anel de inositol (mio-inositol-
1,2,3,4,5,6-hexafosfato; IPs), a qual também pode formar complexos com outros
minerais, proteinas e aminoacidos (COWIESON et al., 2019). Para serem
absorvidos, os fosfatos devem ser removidos do fitato em uma reacao catalisada
por fitases e fosfatases. A produgdo enddégena destas enzimas no trato de
animais nao-ruminantes é insuficiente para hidrolisar adequadamente o fitato,
tornando os nutrientes indisponiveis ao animai e consequentemente
prejudicando o desempenho e aumentando a contaminagdo ambiental de solos
e lencgais freaticos pelo excesso de fosforo excretado (TOOR et al., 2005).

A utilizacdo de fitases exdgenas traz resultados positivos quanto ao
aproveitamento do fosforo fitico, reduzindo a necessidade de suplementacgao de
fésforo por inclusdo de fontes inorganicas na dieta de aves e garantindo
melhoras nas caracteristicas de mineralizagao 6ssea e aproveitamento da dieta
de perus (WEALLEANS et al.,, 2016; KOZLOWSKI et al., 2010). Estudos
recentes também fornecem evidéncias de que doses maiores de fitase podem
gerar efeitos extra-fosféricos (WALK; RAMA RAO, 2020; COWIESON et al.,
2017; DERSJANT-LI; KWAKERNAAK, 2019), cujo objetivo é potencializar a total
degradacao do fitato, liberando nutrientes além do fésforo do complexo de fitato,
tais como aminoacidos e outros minerais, e desta forma aumentando o
aproveitamento e absorcao de nutrientes no trato e melhorando o desempenho
das aves.

Outro beneficio gerado pela desfosforilagao do IPs € o fornecimento de
inositol, ou inositol na forma livre, uma molécula que tem participagdo em
importantes fungdes bioldgicas na célula animal relacionadas ao metabolismo e
crescimento (GONZALEZ-UARQUIN et al.,, 2020). Estudos com frangos
demonstraram o efeito de fitases em aumentar a concentragdo de inositol na
digesta devido a maior degradacdo do fitato, concebendo melhoras no
desempenho (WALK; OLUKOSI, 2019; SOMMERFELD et al., 2018; COWIESON
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et al., 2015). Contudo, ndo ha relatos deste parametro ter sido estudado
referente a suplementacéao de fitase para perus.

Quando comparados a frangos de corte, estudos envolvendo utilizag&o
de aditivos e enzimas e seus efeitos na dieta de perus sdo mais escassos. Além
do mais, a capacidade de utilizacdo do P fitico e P mineral difere entre as
especies de aves domésticas. O peru € a ave com menor taxa de aproveitamento
de P em comparacéao a frangos, patos e codornas, cuja causa esta relacionada
principalmente a diferengas na taxa de passagem do alimento, na habilidade de
hidrolisar fitato, produgdo enddégena de enzimas e desenvolvimento do pH ao
longo do trato gastrointestinal (RODEHUTSCORD; DIECKMANN, 2005).

O objetivo do estudo foi avalir os efeitos de diferentes inclusbées de fitase
sobre o desempenho, digestibilidade e metabolizabilidade da dieta, composi¢ao

Ossea e niveis circulantes de inositol em perus de corte.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais com animais foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana,
sob o numero de protocolo 026/2018.

Um total de 320 perus da linhagem Nicholas® Super Select foram
alojados em baterias de gaiolas metabdlicas de 1 a 28 dias de idade. Cada
bateria consistia em quatro andares com 2 gaiolas por andar e 10 aves por
gaiola. Cada gaiola media 0,98m comprimento x 0,90m largura x 0,50m altura. A
sala dispunha de iluminagao artificial e o controle de temperatura era feito por
uso de aquecedores e fechamento e abertura de janelas. Diariamente eram
verificados e anotados dados de temperatura, umidade do ar e mortalidade das
aves, retirando-se das gaiolas as aves mortas. A temperatura foi ajustada em
30°C no dia 1 e gradualmente reduzida a 23°C até os 28 dias. Ragao e agua
foram oferecidos ad libitum durante todo o periodo experimental em comedouros
do tipo calha e bebedouros de plastico tipo nipple.

As aves foram distribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e oito repeticbes de 10 aves cada. Os
tratamentos variaram de acordo a composicdo da dieta e inclusao de fitase
exdgena: Uma dieta basal - Controle positivo (CP); Dieta com reducao de 0,18%
de Ca e 0,15% de P disponivel (P disp.) Controle Negativo — CN; CN + 2000
FYT/kg; CN + 4000 FYT/kg. As dietas experimentais foram formuladas baseadas
em milho e farelo de soja, variando quanto ao teor de Ca e P entre a dieta CP e
CN (Tabela 2). A enzima fitase utilizada no experimento foi a RONOZYME®
Hiphos GT (DSM Nutritional Products, Kaiseraugst, Suica), uma 6-fitase
originada de Citrobacter braakii e expressada em Aspergillus oryzae com
atividade de 20.000 FYT/kg de produto. Uma unidade de fitase (FYT) € definida
como a quantidade de enzima que libera 1 umol de fosfato inorganico por minuto
a partir de um fitato de Na de 0,0051 mol L-' em pH 5,5 e a temperatura de 37°C
(ENGELEN et al., 1994).

As variaveis de desempenho foram obtidas de 1 a 28 dias de idade por
meio da pesagem dos perus e das sobras de ragao para calculo do consumo de
racdo médio (CR), ganho de peso médio (GP) e conversado alimentar (CA)

corrigidos para o peso das aves mortas.
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Aos 21 dias de idade, cinco animais por repeticdo foram selecionados
ao acaso e eutanaziados por meio de deslocamento cervical, de acordo com os
cinco passos descritos por Ludtke et al. (2010), para coleta de conteudo ileal. O
conteudo foi definido pela regido coletada, estabelecida em 2 cm acima da
jungao ileo-cecal e 2 cm abaixo do diverticulo de Meckel. Imediatamente apds a
coleta, as amostras de conteudo ileal foram armazenadas em sacos plasticos
apropriados e identificados e congeladas a -18°C. Anteriormente as analises, as
amostras foram descongeladas até atingir temperatura ambiente. Amostras das
dietas experimentais e de conteudo ileal foram entdo secas em estufa a 105°C,
homogeneizadas e moidas a 0,5 mm para analise do teor de matéria seca (MS),
residuo mineral (RM), proteina bruta (PB), Ca e P de acordo com metodologia
da Association of Official Analytical Chemists (métodos 984,20; 942,05; 954,01;
927,02 e 965,17, respectivamente) (AOAC, 1995).

Amostras parciais de excretas foram coletadas diariamente no periodo
de 19 a 21 dias de idade, com uma coleta por dia. As excretas eram
armazenadas em sacos plasticos apropriados e identificados, atentando-se para
evitar contaminagao por penas e/ou ragdo no momento da coleta, e congeladas
em freezer a -18°C. As excretas foram entdo descongeladas a temperatura
ambiente, secas em estufa a 105°C, homogeneizadas e moidas a 0,5 mm e
analisadas quanto ao teor de MS, RM, PB, Ca e P utilizando os métodos
descritos anteriormente, e também o teor de Na (método 969,23) (AOAC, 1995).

A determinacdo de Cinzas Insoluveis em Acido (CIA) nas amostras de
dieta, conteudo ileal e excretas foi realizada de acordo com metodologia de Scott
e Boldaji (1997). Com base nos resultados da analise das dietas, excretas e
conteudo ileal, os coeficientes de digestibilidade ileal aparente (CDIA) e de
metabolizabilidade aparente das excretas (CMA) e foram calculados pela

seguinte equacao:

CDIA ou CMA (%) =
(Nutriente na dieta) — (Nutriente na digesta ileal ou excreta X FI)
Nutriente na dieta

Onde Fl é o Fator de Indigestibilidade, obtido pela diferenga entre a

quantidade de CIA na dieta e CIA na digesta ileal ou excreta.
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A energia digestivel ileal aparente (EDA) e energia metabolizavel
aparente das excretas (EMA) foram calculados apds ser aferido o valor de
energia bruta (EB) das amostras de dieta, excretas e conteudo ileal por uso de
uma bomba calorimétrica (lka Werke C2000 Control Oxygen Bomb Calorimeter,
Ika-Werke GmbH&Co, Staufen, Alemanha). O calculo de EMA e EDA foi feito

pela seguinte equacéo:

EMA ou EDA (kcal/kg MS) = EB da dieta — (EB da excreta ou digesta ileal X FI)

Duas das aves eutanasiadas aos 21 dias tiveram suas pernas esquerdas
removidas para coleta do osso tibial. As tibias foram limpas com éter para
remocao de restos de musculo e gordura, secas em estufa a 105° C e queimadas
em forno mufla a 600°C para analise do conteudo de RM, Ca e P de acordo com
os métodos da AOAC (1995) descritos anteriormente. Previamente a analise
laboratorial, o indice de Seedor (IS) das tibias foi calculado pela divisdo do peso
do osso por seu comprimento como indicativo de densidade 6ssea (Seedor,
1993). O comprimento e peso 6sseo foram aferidos com paquimetro digital e
balanca digital calibrada para escala de 0,0001 grama.

Ainda aos 21 dias, duas aves por repeticao foram usadas para coleta de
3 a5 mL de amostras de sangue, com uso de tubos Vacuntainer® com heparina.
Imediatamente apds coleta de sangue, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm
por 10 minutos para separar o plasma sanguineo. Apos centrifugagao, o plasma
obtido foi armazenado em microtubos graduados e congelados a -20° C antes
de envio para analise. A concentracdo de inositol no plasma foi entédo
determinada por espectrometria em massa utilizando um sistema UPLC-TQD
(ACQUITY UPLC® System, Waters, Milford, MA, EUA) de acordo com método
descrito por Leung et al. (2011).

Para analise estatistica, primeiramente foi verificado normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk e apds detectada uma distribuicdo normal,
todos os dados foram submetidos a analise de variancia. Quando significativas,
as médias foram comparadas por teste Tukey a 5% de significancia e para
avaliar os efeitos de doses crescentes de fitase foi conduzida uma analise de
regressdo linear e quadratica. Todos os procedimentos estatisticos foram

realizados utilizando-se o pacote ExpDes do programa R® (Ferreira et al., 2011).
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Ingredientes (%)

Controle Positivo

Controle Negativo

Milho

Farelo de soja
Gluten de milho
Oleo de soja
Fosfato bicalcico
Calcario

Sal

DL-Metionina
L-Lisina

Treonina

Valina

L-Arginina

Cloreto de colina
Premix vitaminico?
Premix mineral®
Protease®
Amilase?

Premix 25(OH)Ds ©
CIA

Nutrientes

EMA, Kcal/kg

PB (%)

Extrato etéreo (%)
Ca (%)

P disponivel (%)
Na (%)

Cloro (%)

Lisina digestivel (%)
Metionina digestivel (%)
Met+Cis digestivel (%)
Treonina digestivel (%)
Triptofano digestivel (%)
Arginina digestivel (%)
Valina digestivel (%)
Leucina digestivel (%)
Isoleucina digestivel (%)

46,837

41,400
3,000
0,700
3,570
1,300
0,470
0,420
0,517
0,116
0,155
0,138
0,080
0,150
0,080
0,020
0,013
0,033
1,000

2,901
27,623
3,487
1,519
0,800
0,200
0,345
1,700
0,797
1,186
1,054
0,281
1,785
1,258
2,156
1,037

48,316
41,200
3,000
0,200
2,770
1,320
0,470
0,420
0,520
0,114
0,154
0,139
0,080
0,150
0,080
0,020
0,013
0,033
1,000

2,901
27,642
3,044
1,338
0,650
0,200
0,346
1,700
0,797
1,187
1,053
0,280
1,785
1,258
2,163
1,037

aROVIMIX®, suplementagdo por kg de produto: vitamina A, 11.000.000 Ul; vitamina D3,
4.000.000 Ul; vitamina E, 55.000 Ul; vitamina K3, 3 g; vitamina B1, 2.3 g; vitamina B2, 7 g; acido
pantoténico, 12 g; vitamina B6, 4 g; vitamina B12, 25 mg; &cido nicotinico, 60 g; &cido félico, 2 g;

biotina, 250 mg; selénio, 300 mg.

PROLIGOMIX®, suplementacao por kg de produto: cobre, 20g; ferro, 100g; iodina, 2g; manganés,

130g; zinco, 130g.

¢Ronozyme ProAct (CT) com 15.000 PROT/kg de produto
dRonozyme HiStarch (CT) com 80 KNU/kg de produto
ePremix Hy*D® a 91 mg de 25(0OH)Ds/ton de racao.
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3.3 RESULTADOS

A atividade de fitase analisada apresentou baixa variacdo nas dietas
suplementadas e permaneceu abaixo dos niveis de detecg&o para as dietas ndo-

suplementadas (Tabela 3).

TABELA 3. ANALISE DE RECUPERAGAO DE FITASE DAS DIETAS
EXPERIMENTAIS.

Fitase', FYT?/kg

Tratamento Declarado Analisado
Controle positivo (CP) 0 <LDD?
Controle negativo (CN) 0 <LDD
CN + 2000 FYT/kg 2000 2386
CN + 4000 FYT/kg 4000 4014

*Analise de recuperacéo realizada por BioPract GmbH, Berlin, Alemanha.

Atividade da enzima é expressada como a quantidade de produto adicionada na ragéo.
2FYT = unidades de fitase por kg de ragéo.

3<LDD = limite de deteccao.

Os resultados de desempenho (Tabela 4) indicam que os perus
alimentados com dieta contendo fitase obtiveram maior CR e GP comparado aos
alimentados com a dieta CN (P<0,05), sendo que ambas as doses apresentaram
resultados semelhantes entre si e foram semelhantes a dieta CP. Ndo houve
diferenga entre os tratamentos para a variavel CA (P>0,05) e nio foi encontrado
efeito entre as doses de fitase para desempenho na analise de regressao
(P>0,05).

TABELA 4. CONSUMO DE RACAO (CR), GANHO DE PESO (GP) E
CONVERSAO ALIMENTAR DE 1 A 28 DIAS.

Tratamento CR (9) GP (9) CA

Controle positivo (CP) 1226.012 815.752 1.510
Controle negativo (CN) 1167.9° 738.6° 1.582
CN + 2000 FYT/kg 1231.22 810.872 1.518
CN + 4000 FYT/kg 1219.7° 806.482 1.516
Probabilidade 0.003 0.042 0.776
P-linear 0.186 0.230 0.242
CV* (%) 6.91 9.03 4.51

*CV — Coeficiente de Variacao.
Médias seguidas por letras sobrescritas diferem na mesma coluna pelo teste Tukey a 5%.

Os resultados de digestibilidade estdo apresentados na Tabela 5. A

maior dose de fitase (4000 FYT/kg) promoveu maior CDIA de P comparada as
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demais dietas (P<0,05). Nao foram detectadas diferencas significativas entre as
dietas controle e as dietas suplementadas com fitase para CDIA de MS, RM, PB,
Ca ou para EDA (P>0,05). O efeito de disponibilizagao do P promovida pela fitase
no ileo dos perus, observado por meio do CDIA, aumentou linearmente (P-

linear<0,05) com doses crescentes, conforme observado na Figura 3.

TABELA 5. COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDADE ILEAL APARENTE (%) DA
MATERIA SECA (MS), RESIDUO MINERAL (RM), PROTEINA BRUTA (PB), CALCIO
(CA), FOSFORO (P) E ENERGIA DIGESTIVEL APARENTE (EDA) AOS 28 DIAS.
Tratamento MS RM PB Ca P EDA
(kcal)
Controle positivo (CP) 74.27 56.77 89.38 62.06 69.78> 3312
Controle negativo (CN)  73.16 56.67 89.56 64.20 70.83" 3222

CN + 2000 FYT/kg 73.20 58.03 88.70 65.14 73.63% 3239
CN + 4000 FYT/kg 72.65 60.42 90.26 63.81 75.60° 3334
Probabilidade 0.539 0.202 0.101 0.148 <0.001 0.492
P-linear 0.281 0.223 0.095 0.234 0.020 0.151
CV* (%) 4.85 6.06 1.80 8.57 5.49 4.90

*CV — Coeficiente de Variagao.
Médias seguidas por letras sobrescritas diferem na mesma coluna pelo teste Tukey a 5%.

FIGURA 3. COEFICIENTE DE DIGESTIBILIDADE ILEAL DO FOSFORO COM DOSES
CRESCENTES DE FITASE
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FONTE: O autor (2020).

Foi observada diferenga significativa para o CMA de todas as variaveis
analisadas, incluindo EMA (Tabela 6; P<0,05). A inclusao de 4000 FYT/kg na
dieta resultou nos maiores valores para CMA da MS, RM, PB, Na, Ca, P e EMA
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em comparacgao aos demais tratamentos. As demais dietas (CP, CN e CN + 2000
FYT/kg) foram semelhantes para CMA da MS, RM, Na, Ca e P. A
metabolizabilidade de PB aumentou com inclusao de 2000 FYT em comparagao
as dietas controle. Para EMA, a inclusao de 2000 FYT foi similar a dieta CP.

As analises de regressdo de CMA e EMA (Figuras 4, 5, 6 e 7) mostram
um efeito crescente linear da suplementagao com fitase (P-linear<0,05).
TABELA 6. COEFICIENTE DE METABOLIZABILIDADE APARENTE (%) DA MATERIA

SECA (MS), RESIDUO MINERAL (RM), PROTEINA BRUTA (PB), CALCIO, FOSFORO,
SODIO E ENERGIA METABOLIZAVEL APARENTE (EMA) AOS 28 DIAS DE IDADE.

Tratamento MS RM PB Na Ca P EMA
(kcal)

Controle 68.18° 4593¢ 56.34° 65.08> 67.10° 58.01¢ 3218b

positivo

Controle 65.36° 49.18°c 5547c 64.71 69.42¢ 59.54c 3104°

negativo

CN + 2000 67.73¢ 48.05° 61.99° 65.70> 69.99bc 61.50°c 3256P

FYT/kg

CN + 4000 71742 57.932 68.882 72632 75.332 73212 34862

FYT/kg

Probabilidade <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

P-linear <0.001 <0.001 <0.001 0.001 0.001 <0.001 <0.001

CV* (%) 350 790 677 544 464 549 262

*CV — Coeficiente de Variagao.
Médias seguidas por letras sobrescritas diferem na mesma coluna pelo teste Tukey a 5%.

FIGURA 4. COEFICIENTE DE METABOLIZABILIDADE APARENTE DA MATERIA SECA (A) E
RESIDUO MINERAL (B) COM DOSES CRESCENTES DE FITASE.
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FIGURA 5. COEFICIENTE DE METABOLIZABILIDADE APARENTE DA PROTEINA BRUTA
(A) E SODIO (B) COM DOSES CRESCENTES DE FITASE.
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FIGURA 6. COEFICIENTE DE METABOLIZABILIDADE APARENTE DE CALCIO (A)E
FOSFORO (B) COM DOSES CRESCENTES DE FITASE.

A) Ca B) P
276 =75
75 . o °
= L
2 74 g 70
< 73 %65
g72 L .
=71 S 60 o
& 70 . Z
g y=00015x+68625 55 y =0,0034x + 57 915
= 69 R2=0,5216 E R =0,855
268 T 50
T T
= 0 2000 4000 = 0O 2000 4000
Dose de fitase (FYT/kg) Dose de fitase (FYT/kg)
- Ca —Linear (Ca) « P —Linear (P)

FONTE: O autor (2020)

FIGURA 7. ENERGIA METABOLIZAVEL (EMA) COM DOSES CRESCENTES DE FITASE.
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Os perus alimentados com dieta contendo 4000 FYT/kg de fitase
apresentaram maior conteudo de P no osso tibial quando comparados aqueles
que comeram a dieta CN, enquanto a suplementagao de 2000 FYT/kg resultou
no o mesmo teor de P na tibia quanto a dieta CP (Tabela 7; P<0,05). Nao houve
efeito dos tratamentos para conteudo de RM e Ca e indice de Seedor. A analise
de regressao entre a dieta CN e as dietas suplementadas mostrou um efeito

linear de aumento no teor de P no osso com doses maiores de fitase (Figura 8;
P-linear<0,05).

TABELA 7. TEOR DE RESIDUO MINERAL (RM), CALCIO E FOSFORO NA
TIBIA E INDICE DE SEEDOR

Tratamento RM (%) Ca (%) P (%) IS

Controle positivo 48.67 18.03 8.712 33.88
Controle negativo 48.78 17.76 8.36° 33.37
CN + 2000 FYT/kg 48.49 17.81 8.60%° 34.17
CN + 4000 FYT/kg 49.15 18.42 8.962 32.69
Probabilidade 0.988 0.599 0.03 0.828
P-linear 0.835 0.08 0.005 0.842
CV* (%) 3.51 4.71 3.91 8.59

*CV — Coeficiente de Variagao.
Médias seguidas por letras sobrescritas diferem na mesma coluna pelo teste Tukey a 5%.

FIGURA 8. TEOR DE FOSFORO NA TIBIA COM DOSES CRESCENTES DE FITASE.
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Foi observada diferenga significativa entre os tratamentos para inositol
circulante no plasma dos perus (Tabela 8; P<0,05). Ambas as doses de fitase
apresentaram resultados de inositol semelhantes entre si e maiores que as
dietas controle. A concentragao de inositol no plasma foi maior para a dieta CN
em comparagao a dieta CP. Na analise de regressao, foi observado um efeito
linear crescente, onde ao se aumentar a dose de fitase, a degradacao de fitato
no trato foi provavelmente maior, assim resultando em mais absorgéo de inositol

para a corrente sanguinea (P-linear<0,05).

TABELA 8. CONCENTRACAO DE INOSITOL NO PLASMA AOS 28 DIAS

Tratamento Inositol (umol/L)
Controle positivo 163.38¢
Controle negativo 170.50P¢
CN + 2000 FYT/kg 211.822

CN + 4000 FYT/kg 239.092
Probabilidade <0.001
P-linear <0.001

CV* (%) 16.15

*CV - Coeficiente de Variagao.
Médias seguidas por letras sobrescritas diferem na mesma coluna pelo teste Tukey a 5%.

FIGURA 9. CONCENTRACAO DE INOSITOL NO PLASMA COM DOSES
CRESCENTES DE FITASE.
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3.4 DISCUSSAO

A inclusao de fitase na dieta dos perus aumentou o consumo de racao e
ganho de peso em 4,05% e 9,61% comparada a dieta CN, porém nao afetou a
conversao alimentar. Wealleans et al. (2016) relataram aumentos ainda mais
expressivos no consumo e ganho de peso de perus aos 21 dias, em até 16% e
21%, respectivamente, com inclusdo de 1035 FYT/kg em dieta de baixo calcio e
fésforo. Os resultados se equipararam a oferta de 1,2g/kg de P inorgénico na
forma de fosfato. Os autores ndo observaram efeito da suplementacéao de fitase
sobre a taxa de conversédo alimentar, em acordo com os resultados deste
trabalho.

Por outro lado, Kozlowski et al. (2010) relataram que a inclusdo de 500
e 1000 FYT/kg em dietas de baixo calcio e fésforo para perus promoveu melhora
na conversao alimentar comparada a dietas controles sem suplementag¢ao, como
reflexo de maior fornecimento de P aos perus. Os perus, no entanto, foram
criados até as 16 semanas de idade, o que provavelmente permitiu um maior
impacto da reducgéo de calcio e fosforo e da inclusdo de fitase na dieta ao longo
do crescimento das aves.

Foi possivel observar que o aumento das doses de fitase teve um
impacto linear crescente na metabolizabilidade aparente de todas as variaveis
analisadas nas excretas, incluindo EMA, assim como na digestibilidade ileal
aparente do P. Resultados semelhantes também foram encontrados por outros
estudos em relacao a fitase e seus efeitos na disponibilidade de P para perus,
por meio do aumento da digestibilidade ileal de P (INGELMANN et al., 2018;
WEALLEANS et al., 2016; KOZLOWSKI et al., 2010; APPLEGATE et al., 2003),
apesar dos autores nao terem utilizado doses muito superiores a 1000 FTU/kg.
No presente estudo, a inclusdo de até 4000 FYT/kg aumentou o CDIA e CMA
em 13% e 23% respectivamente em comparagdo as dietas sem enzima,
retratando que mais P foi liberado da ligacdo com fitato para ser retido e
absorvido no trato digestivo. Choct (2006) explica que a inclusdo de 500 FYT/kg
de ragéo pode liberar até 0,1% de P disponivel ligado ao fitato.

Estudos constatam a influéncia do uso de fitase sobre o melhor
aproveitamento de outros nutrientes além do fésforo, como aminoacidos, sodio,

outros minerais e também da energia da dieta, definindo o chamado efeito extra-
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fosforico da fitase. Este efeito foi observado em dietas contendo fitase para
frangos de corte (WALK et al., 2013; COWIESON et al., 2017; DERSJANT-LI;
KWAKERNAAK, 2019; WALK; RAMA RAO, 2020) e também para perus de corte
(PIRGOZLIEV et al., 2011; PIRGOZLIEV et al., 2007). Os achados do presente
trabalho também comprovam que doses superiores a 2000 FYT aumentaram
eficazmente a metabolizabilidade de proteina, sodio e energia. A melhoria no
aproveitamento destes nutrientes parece estar relacionada principalmente ao
maior grau de desfosforilagdo do &acido fitico e eliminagdo dos efeitos
antinutricionais induzidos por doses maiores de fitase (COWIESON et al., 2011).

A fitase nao afetou a digestibilidade de MS, RM, PB, Ca ou EDA na dieta
dos perus, no entanto melhorou significativamente a metabolizabilidade de
nutrientes e EMA, indicando que a agao da fitase foi mais eficaz na porcao distal
do intestino das aves. Apesar de nao ser conclusiva, esta ocorréncia pode estar
ligada a hipdtese de que houve um desenvolvimento da microbiota no intestino
grosso dos perus devido a um aumento no fluxo de nutrientes provenientes da
degradagcdo do fitato. Borda-Molina et al. (2019) explica que a maior
disponibilidade de P advinda do uso de fitase parece favorecer populagdes de
microrganismos benéficos no ceco de frangos, o que contribuiria para um melhor
aproveitamento da dieta. Ademais, Ravindran et al. (1999) afirmaram que
medidas do aproveitamento de amino acidos, por exemplo, podem diferir quando
feitas no ileo ou excretas, devido a uma possivel contaminacdo das excretas
com aminoacidos urinarios e/ou penas.

A excrecado de Na da dieta foi reduzida pela inclusdo de fitase, como
observado no CMA. Um dos efeitos antinutricionais do fitato inclui o aumento na
excrecdo de Na devido a uma maior descarga de NaHCO? no Iimen intestinal,
como forma de mitigar o excesso de HCI induzido pela presenga do fitato
(ALLEN; FLEMSTRON, 2005). A fitase parece combater este efeito ao eliminar
o fitato do trato, conforme visto em dietas para frangos (COWIESON et al., 2009;
RAVINDRAN et al., 2006) e também nos resultados deste estudo, onde as altas
doses de fitase reduziram de forma linear o conteudo de Na nas excretas em
comparacao as dietas sem enzima.

Ao longo das pesquisas com fitase, foi comprovado o efeito benéfico da
enzima na utilizagado de P e Ca da dieta que resulta em maior absorgéo 6ssea
destes minerais (HAN et al., 2009; CAMDEN et al., 2001). O percentual de P na
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tibia dos perus aumentou em até 7,18% comparada ao CN. Os resultados sao
consistentes com os encontrados por Kozlowski et al. (2010), que relatou
aumento no teor de P na tibia de perus alimentados com até 1000 FYT/kg e por
Applegate et al. (2003), que observou aumentou linear no percentual de P e
cinzas na tibia de perus ao utilizar 500 FYT/kg. Todavia, uma dose alta de fitase
(4000 FYT/kg) foi mais efetiva em disponibilizar P para mineralizagdo 6ssea
quando comparada a dose de 2000 FYT e ao uso de uma dieta basal sem
suplementacéo.

Os tratamentos n&o afetaram o teor de RM e Ca nos 0ssos, ou o indice
de Seedor. Os resultados diferem do observado por Walk e Rama Rao (2020),
onde doses superiores a 2000 FYT/kg resultaram em maior concentragcéo de Ca
e cinzas na tibia de frangos de corte. Rezvani et al. (2009) testaram os efeitos
de duas fitases distintas sobre a utilizacdo de P para perus € ndo encontraram
diferengas para teor de P e cinzas na tibia, enquanto o teor de Ca foi afetado
somente por uma das fitases. Os autores enfatizam que nem todos os produtos
de fitase sdo semelhantes, diferindo em caracteristicas como termostabilidade e
pH, desta forma produzindo resultados diferentes de aproveitamento da dieta.
No caso deste estudo, a nédo variagao de RM e Ca na tibia pode ser explicado
pela auséncia de efeito significativo sobre o CDIA de RM e Ca.

A concentracdo de inositol no plasma foi aumentada linearmente com
doses crescentes de fitase comparada as dietas controle, provavelmente devido
a uma maior taxa de desfosforilacdo dos isbmeros de fosfato e consequente
liberacéo de inositol no trato. Os resultados estdo em acordo com outros estudos
que relataram niveis maiores de inositol plasmatico com a oferta de dietas
suplementadas com fitase para frangos de corte (WALK; OLUKOSI, 2019;
SOMMERFELD et al., 2018; COWIESON et al., 2015). A molécula de inositol
livre € um produto da total degradacéo do fitato com diversas fungdes no
organismo do animal. O inositol parece ter participacdo em processos de
transporte de glicose e metabolismo de lipideos, auxilio no equilibrio osmaotico
de tecidos especificos e absor¢gdo de minerais, além de promover efeitos
antioxidantes e agdes osmoéticas em tecidos especificos (Gonzalez-Uarquin et
al. (2020). Contudo, mesmo o aumento no inositol circulante sugerindo uma
maior taxa de quebra do fitato, os tratamentos nio tiveram efeito sobre a

digestibilidade de nutrientes além do P.
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A resposta a suplementacéao de fitase difere entre frangos e perus, sendo
que a taxa de desfosforilagado dos isdbmeros de fosfato como IPs, IP5 e IP4, assim
como a digestibilidade de P, € menor em perus. Os resultados de um estudo
comparativo entre frangos e perus conduzido por Ingelmann et al. (2019) indicam
que a digestibilidade pré-cecal do P em dietas sem fitase variou de 51 a 60% em
frangos e 22 a 28% em perus. Ja a degradacédo de IPs em dietas sem fitase
variou de 64 a 76% para frangos e 6 a 15% para perus. Com a adicao de fitase,
o aumento na digestibilidade pré-cecal de P aumentou mais em perus do que
frangos, contudo a diferenga foi pouca (17% x 15%, respectivamente)
considerando as capacidades de hidrdlise de fitato de cada espécie. Esta baixa
capacidade de degradacao pode estar relacionada a fatores como perda
endogena de P, taxa de passagem e pH do trato (INGELMANN et al., 2019;
RODEHUTSCORD; DIECKMANN, 2005) ou mesmo diferengas no
desenvolvimento do trato (ZELLER et al., 2016). A formulacdo de dietas para
perus com fitase deve ser ponderada de maneira diferente das dietas para
frangos, visto que as respostas a enzima diferem.

De qualquer forma, os resultados deste trabalho evidenciam que os
perus podem responder a suplementagdes de fitase acima de 4000 FYT/kg na
dieta em termos de aproveitamento da dieta, demonstrando os efeitos extra-
fosféricos obtidos com as doses utilizadas. As dietas para perus podem ser
formuladas com menor inclusdo de Ca e P sem comprometer desempenho e
mineralizagao 0ssea, ao passo que a inclusdo de altas doses de fitase levam a
maior disponibilizacdo e aproveitamento de P e Ca, absorcdo 6ssea de P,
fornecimento de inositol livre e melhor utilizacdo da proteina, Na e energia. Para
complementar, esta estratégia pode otimizar custos de formulagao e reduzir a
excrecao de P ao ambiente, considerada um risco para a qualidade de solos e
lengdis freaticos, especialmente em areas com alta produgédo avicola (TOOR et
al., 2005).
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3.5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos com este experimento é possivel concluir que
os perus tém capacidade de responder a doses de fitase de até 4000 FYT/kg
adicionadas a dieta, permitindo a redugao dos niveis formulados de Ca e P sem
comprometer o desempenho dos animais e as caracteristicas de mineralizacao
ossea. O estudo traz evidéncias de efeitos extra-fosféricos com o uso de altas
doses da enzima pela melhora na retengéo de sodio, proteina e energia da dieta,
além de maior digestibilidade do fésforo. Os efeitos também sao refletidos na
maior concentracdo de inositol no plasma dos perus, produto resultante da

degradacao da molécula de fitato.
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4. DIFERENTES DOSES DE FITASE E PH DE AGUA SOBRE
DESEMPENHO, APROVEITAMENTO DA DIETA, MINERALIZAGAO OSSEA
E INOSITOL CIRCULANTE EM PERUS

(Differente phytase doses and drinkable water pH on performance, diet

utilization, bone mineralization and circulating inositol of turkey poults)

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de
diferentes doses de fitase e pH da agua em dietas para perus. 420 perus de um
dia de idade foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3x2: 3 doses de fitase (0, 1000 e 2500 FYT/kg) e 2 valores
de pH da agua (5,5 e 8,2), com 6 tratamentos e 7 repeti¢des de 10 aves cada.
Foram avaliados consumo de ragdo (CR), ganho de peso (GP), conversao
alimentar (CA) e ingestao de agua (IA) de 1-21 dias de idade; Digestibilidade e
metabolizabilidade aparente da dieta; Energia aparente digestivel (EDA) e
metabolizavel (EMA); Residuo mineral, Ca, P e indice de Seedor na tibia; pH da
moela; Concentracdo plasmatica de inositol. Ambas as doses de fitase
melhoraram igualmente o GPM e CA em comparagao a dieta sem enzima
(P<0,05). A IA néao foi afetada pelos tratamentos e ndo houve efeito do pH da
agua sobre desempenho (P>0,05). O uso de fitase melhorou significativamente
a digestibilidade e metabolizabilidade da dieta e utilizagdo de energia (P<0,05).
A digestibilidade de Ca e P foi maior em pH 8,2 e a dose de 1000 FYT/kg foi mais
eficaz em pH 8,2 para EDA e EMA, enquanto a digestibilidade e
metabolizabilidade da matéria seca e proteina foram maiores em pH 5,5.
Contudo ao aumentar a dose para 2500 FYT/kg as variaveis de utilizagao da
dieta foram semelhantes em ambos os pH. A inclusdo de fitase também
aumentou o teor de minerais nas tibias e a concentracdo de inositol livre no
plasma (P<0.05), que ndo foram afetados pelo pH da agua. O pH da moela ndo
foi afetado pelos tratamentos (P> 0,05). A influéncia do pH da agua sobre
utilizagcao da dieta para perus gerou resultados conflitantes. Todavia, o aumento
da dose de fitase para 2500 FYT/kg demonstrou a maior efetivade de dosagens
mais altas da enzima em otimizar o aproveitamento da dieta de perus, refletindo
em melhor desempenho, mineralizagéo 6ssea e disponibilizacdo de inositol.

Palavras-chave: Digestibilidade. Enzimas. Inositol. Metabolizabilidade. pH da
agua.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects different phytase doses
and drinkable water pH on turkey poults diets. 420 one-d-old turkeys were
distributed in a completely randomized design in a 3x2 factorial scheme: 3
phytase doses (0, 1000 and 2500 FYT/kg) and 2 water pH levels (5.5 and 8.2),
with 6 treatments and 7 replicates of 10 birds. Analyzed variables were: Feed
intake (FI), weight gain (WG), feed conversion (FC) and water ingestion (WI) from
1-21 days; Apparent digestibility and metabolizability of the diet; Apparent
digestible and metabolizable energy (ADE; AME); Mineral residue, Ca, P and
Seedor Index in the tibia; Plasmatic myo-inositol concentration; Gizzard pH. Both
phytase doses equally improved WG and FC compared to unsupplemented diet
(P<0.05). WI was not affected by the treatments, and water pH did not affect
performance (P>0.05). Use of phytase significantly improved dietary digestibility
and metabolizability and energy utilization (P<0.05). Ca and P digestibility were
higher with 8.2 water pH, and the dose 1000 FYT/kg was more effective for ADE
and AME at 8.2 water pH, whereas dry matter and protein digestibility and
metabolizability were higher at 5.5 pH. When increasing the dose to 2500 FYT/kg,
however, diet utilization was similar for both pH levels. Phytase also increased
mineral concentration on tibia and plasmatic inositol (P<0.05), which were not
influenced by water pH. Gizzard pH remained the same for all treatments
(P>0.05). Influence of water pH on turkey diet utilization provided conflicting
results. Nonetheless, it’s effects were nullified by increasing phytase to 2500 FYT,
showing a better effectiveness of high phytase dosage for optimizing diet
utilization, reflecting on a better performance, bone mineralization and inositol
provision for turkeys.

Key-words: Digestibility. Enzymes. Inositol. Metabolizability. Water pH.
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4.1 INTRODUGCAO

Em ingredientes vegetais, amplamente utilizados na nutricdo de aves, o
armazenamento do mineral fésforo se da na forma de acido fitico (mio-inositol-
1,2,3,4,5,6-hexafosfato; 1Ps), presente nestes alimentos em diferentes
concentracdes. Esta substancia é tipicamente encontrada na forma de sal,
denominada fitato, usualmente complexada com outros nutrientes além de P,
tais como Ca, Mg, K, podendo até mesmo formar complexos com proteinas e
aminoacidos (COWIESON et al., 2009).

A suplementacgao de fitase exdgena na dieta das aves visa compensar a
baixa producao endégena da enzima e combater os efeitos antinutricionais do
fitato, aumentando a disponibilidade de P (INGELMANN et al., 2018). Além disso,
a ocorréncia de efeitos extra-fosforicos tém sido associada ao uso de doses altas
de fitase para frangos e perus, baseados na intensificacdo de hidrélise do fitato
e melhoras no aproveitamento de proteinas, aminoacidos e energia da dieta
(WALK; RAMA RAO, 2020; DERSJANT-LI; KWAKERNAAK, 2019; COWIESON
et al., 2017; PIRGOZLIEV et al., 2011).

A interagdo entre o fitato e outros componentes da dieta é fortemente
influenciada pelo pH do trato gastrointestinal, dentre outros fatores. Em pH mais
acidos os quelatos de fitato sdo mais soluveis e portanto mais susceptiveis a
hidrélise (LIEBERT et al., 1993), enquanto em pH mais neutros a molécula de
fitato apresenta maior afinidade por cations, propiciando a complexacido com
outros nutrientes (AMERAH et al., 2014; SHANMUGAN, 2018). Por conta deste
aspecto, a maior parte das fitases disponiveis comercialmente sao as chamadas
fitases acidas, cuja atividade é estimulada em pH baixos (NAVES et al., 2012).

A porgao superior do trato gastrointestinal das aves domésticas,
essencialmente o papo, proventriculo e moela apresentam um perfil de pH acido,
em torno de 2,5 a 5,0, enquanto a partir do intestino delgado o pH se eleva,
variando de 5,7 a 6,5 (RUTZ et al., 2015). Entretanto, estes valores de pH podem
ser alterados por fatores externos como por exemplo uso de dietas contendo
acidos organicos ou pela acidificagédo e/ou alcalinizagdo da agua potavel (HAMID
et al., 2018; PESTI et al., 2004). Desta forma, pressupde-se que o pH da agua

oferecida aos animais pode exercer influéncia sobre a atividade 6tima da fitase.



62

Os estudos envolvendo doses altas de fitase para perus de corte,
superiores a 1000 FTU/kg, s&o escassos, especialmente estudos que
investiguem os efeitos de pH da agua para perus ou que proponham a analise
conjunta de ambos os fatores.

Por esses motivos, o objetivo do trabalho foi avaliar a interagao entre
diferentes doses de fitase e valores de pH da agua sobre o desempenho,
digestibilidade e metabolizabilidade da dieta, caracteristicas de mineralizagéo

Ossea e concentracdo de inositol plasmatico em perus de corte.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Parana, sob protocolo numero
042/2018. Neste experimento, um total de 420 peruzinhos machos da linhagem
Nicholas® Super Select, debicados ao primeiro dia de idade, foram alojados em
uma sala com baterias de gaiolas metabdlicas de 1 a 21 dias de idade. Cada
bateria consistia em quatro andares com duas gaiolas por andar, cada gaiola
medindo 0,98m comprimento x 0,90m largura x 0,50m altura, sendo alojados 10
animais por gaiola. A sala dispunha de iluminagao artificial e o controle de
temperatura era feito por uso de aquecedores e fechamento e abertura de
janelas. Diariamente eram verificadas a temperatura, umidade do ar e
mortalidade das aves, retirando-se das gaiolas as aves mortas. A temperatura
foi ajustada para 30°C no dia 1 e gradualmente reduzida a 25°C até os 21 dias.
Racao e agua foram oferecidos ad libitum durante todo o periodo experimental
em comedouros do tipo calha e bebedouros de plastico tipo nipple.

As aves foram distribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 3x2, com 3 doses de fitase (0, 1000 e 2500
FYT/kg) e 2 pH da agua (5,5 e 8,2), totalizando 6 tratamentos com 7 repeticdes
de 10 aves cada. As dietas experimentais foram produzidas a base de milho e
farelo de soja (Tabela 9), variando apenas quanto a dose de fitase utilizada. A
enzima fitase utilizada no experimento foi a RONOZYME® Hiphos GT (DSM
Nutritional Products, Kaiseraugst, Suica), uma 6-fitase originada de Citrobacter
braakii e expressada em Aspergillus oryzae com atividade de 20.000 FYT/kg de
produto. Uma unidade de fitase (FYT) é definida como a quantidade de enzima
que libera 1 umol de fosfato inorganico por minuto a partir de um fitato de Na de
0,0051 mol L' em pH 5,5 e a temperatura de 37°C (ENGELEN et al., 1994).

Os pH foram obtidos pela adicao de uma solugao a base de hidroxido de
sédio (NaOH) na proporgao 22 pul/l de agua para atingir pH 8,2 e uma solugao
diluida de acido cloridrico (HCI, na concentragdo 1 mol/L) na propor¢ao 0,28ml/I
para atingir pH 5,5. O procedimento para alteragdo de pH era realizado
rotineiramente antes do fornecimento de agua aos animais, tomando-se o devido
cuidado para manusear a agua apenas com objetos plasticos, evitando o contato

com materiais metalicos que pudessem modificar o pH indesejavelmente.
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As variaveis de desempenho de a 1 a 21 dias foram obtidas por meio da
pesagem dos animais e sobras de ragao para calculo do consumo de ragao
médio (CR), ganho de peso médio (GP) e conversao alimentar (CA). Diariamente
foi fornecido as aves uma quantidade ja definida de agua, cujas sobras foram
pesadas também diariamente para calculo da ingestdo média de agua (IA) por
ave durante o periodo de 1 a 21 dias.

Aos 21 dias de idade, cinco animais por repeticdo foram selecionados
ao acaso e eutanaziados por meio de deslocamento cervical, de acordo com os
cinco passos descritos por Ludtke et al. (2010), para coleta de conteudo ileal. O
conteudo foi definido pela regido coletada, estabelecida em 2 cm acima da
juncao ileo-cecal e 2 cm abaixo do diverticulo de Meckel. Imediatamente apds a
coleta, as amostras de conteudo ileal foram armazenadas em sacos plasticos
apropriados e identificados e congeladas a -18°C. Anteriormente as analises, as
amostras foram descongeladas até atingir temperatura ambiente. Amostras das
dietas experimentais e de conteudo ileal foram entdo secas em estufa a 105°C,
homogeneizadas e moidas a 0,5 mm para analise do teor de matéria seca (MS),
residuo mineral (RM), proteina bruta (PB), Ca e P de acordo com metodologia
da Association of Official Analytical Chemists (métodos 984,20; 942,05; 954,01;
927,02 e 965,17, respectivamente) (AOAC, 1995).

Amostras parciais de excretas foram coletadas diariamente no periodo
de 19 a 21 dias de idade, com uma coleta por dia. As excretas eram
armazenadas em sacos plasticos apropriados e identificados, atentando-se para
evitar contaminagao por penas e/ou ragdo no momento da coleta, e congeladas
em freezer a -18°C. As excretas foram entdo descongeladas a temperatura
ambiente, secas em estufa a 105°C, homogeneizadas e moidas a 0,5 mm e
analisadas quanto ao teor de MS, RM, PB, Ca e P de acordo com os métodos
descritos anteriormente e também o teor de Na (método 969,23) (AOAC, 1995).

A determinacdo de Cinzas Insoluveis em Acido (CIA) nas amostras de
dieta, conteudo ileal e excretas foi realizada de acordo com metodologia de Scott
e Boldaji (1997). Com base nos resultados da analise das dietas, excretas e
conteudo ileal, os coeficientes de digestibilidade ileal aparente (CDIA) e de
metabolizabilidade aparente das excretas (CMA) e foram calculados pela

seguinte equacao:
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CDIA ou CMA (%) =
(Nutriente na dieta) — (Nutriente na digesta ileal ou excreta X FI)
Nutriente na dieta

Onde Fl € o Fator de Indigestibilidade, obtido pela diferenca entre a
quantidade de CIA na dieta e CIA na digesta ileal ou excreta. A energia digestivel
ileal aparente (EDA) e energia metabolizavel aparente das excretas (EMA) foram
calculados apos aferido o valor de energia bruta (EB) das amostras de dieta,
excretas e conteudo ileal por uso de uma bomba calorimétrica (lka Werke C2000
Control Oxygen Bomb Calorimeter, Ika-Werke GmbH&Co, Staufen, Alemanha).
O calculo de EMA e EDA foi feito pela seguinte equacéo:

EMA ou EDA (kcal/kg MS) = EB da dieta — (EB da excreta ou digesta ileal X FI)

Duas das aves eutanasiadas aos 21 dias tiveram as pernas esquerdas
removidas para coleta do osso tibial. As tibias foram limpas com éter para
remogao de restos de musculo e gordura, secas em estufa a 105° C e queimadas
em forno mufla a 600°C para analise do conteudo de RM, Ca e P de acordo com
métodos da AOAC (1995) descritos anteriormente. Previamente, o indice de
Seedor das tibias foi calculado dividindo-se o peso do 0sso pelo comprimento
como indicativo de densidade 6ssea (Seedor, 1993). O comprimento e peso
osseo foram aferidos com paquimetro digital e balanga digital calibrada para
escala de 0,0001 grama. As mesmas aves também tiveram a moela removida
para medi¢cao do pH interno por uso de pHmetro de bancada (Gehaka® pHmetro
PG1800, Sao Paulo, SP, Brasil). O pH foi medido imediatamente por meio de
uma secg¢ao no orgao para insercéao do eletrodo do aparelho.

Ainda aos 21 dias, duas aves por repeticdo foram usadas para coleta de
3 a5 mL de amostras de sangue, com uso de tubos Vacuntainer® com heparina.
Imediatamente apds coleta de sangue, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm
por 10 minutos para separar o plasma sanguineo. Apos centrifugagao, o plasma
obtido foi armazenado em microtubos graduados e congelados a -20° C antes
de envio para analise. A concentracdo de mioinositol no plasma foi entado
determinada por espectrometria em massa utilizando um sistema UPLC-TQD
(ACQUITY UPLC® System, Waters, Milford, MA, EUA) de acordo com método
descrito por Leung et al. (2011).

Para analise estatistica, foi determinada normalidade dos residuos pelo

teste de Shapiro-Wilk e apds detectada distribuicdo normal, os dados foram
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submetidos a andlise de variancia. Quando significativas, as médias e interagdes
foram comparadas por teste Tukey a 5% de significancia. Para os efeitos de
doses crescentes de fitase, foi realizada analise de regressao linear e quadratica
em ambos os pH de agua. Os procedimentos estatisticos foram feitos no pacote
ExpDes do R® (Ferreira et al., 2011).

TABELA 9. INGREDIENTES E NiVEIS NUTRICIONAIS DAS DIETAS.

_Ingredientes (%) 0 FYT/kg 1000 FYT/kg 2500 FYT/kg
Milho 44,977 44,972 44,965
Farelo de soja 44,340 44,340 44,340
Gluten de milho 3,000 3,000 3,000
Oleo de soja 0,660 0,660 0,660
Fosfato bicalcico 2,710 2,710 2,710
Calcario 1,550 1,550 1,550
Sal 0,470 0,470 0,470
DL-Metionina 0,388 0,388 0,388
L-Lisina 0,401 0,401 0,401
Treonina 0,061 0,061 0,061
Valina 0,079 0,079 0,079
Premix vitaminico? 0,150 0,150 0,150
Premix mineral® 0,080 0,080 0,080
Premix 25(OH)Ds ¢ 0,033 0,033 0,033
Cloreto de colina 0,080 0,080 0,080
Marcador (Celite) 1,000 1,000 1,000
Proteased 0,020 0,020 0,020
Fitase® - 0,005 0,0125
Nutrientes
EMA, Kcal/kg 2900 2900 2900
PB (%) 28,630 28,650 28,650
Metionina (%) 0,786 0,785 0,785
Met+Cis (%) 1,189 1,189 1,189
Lisina (%) 1,699 1,700 1,700
Treonina (%) 1,054 1,054 1,054
Isoleucina (%) 1,110 1,110 1,110
Leucina (%) 2,269 2,278 2,278
Valina (%) 1,258 1,258 1,258
Arginina (%) 1,785 1,785 1,785
Triptofano (%) 0,303 0,303 0,303
Ca (%) 1,518 1,339 1,339
P disponivel (%) 0,800 0,650 0,650
Na (%) 0,200 0,200 0,200

aROVIMIX®, suplementagdo por kg de produto: vitamina A, 11.000.000 Ul; vitamina D3,
4.000.000 Ul; vitamina E, 55.000 Ul; vitamina K3, 3g; vitamina B1, 2.3g; vitamina B2, 7g; acido
pantoténico, 12g; vitamina B6, 4g; vitamina B12, 25mg; acido nicotinico, 60g; acido félico, 2g;
biotina, 250mg; selénio, 300mg.

PROLIGOMIX®, suplementacao por kg de produto: cobre, 20g; ferro, 100g; iodina, 2g; manganés,
130g; zinco, 130g.

cPremix Hy*D® a 91 mg de 25(OH)Ds/ton de ragéo.

dRonozyme ProAct (CT) com 15.000 PROT/kg de produto.

¢Ronozyme Hiphos® com 20.000 FYT/kg de produto.
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4.3 RESULTADOS

A analise de atividade de fitase mostra pouca variagdo dos niveis nas
dietas suplementadas, e na dieta controle, permaneceram abaixo dos limites de

deteccéao (Tabela 10).

TABELA 10. RECUPERACAO DE FITASE NAS DIETAS EXPERIMENTAIS.
Fitase, FYT/kg'

Tratamento PH Declarado Analisado
Controle 5.5 0 <LDD?
Controle + 1000 FYT/kg 5.5 1000 1092
Controle + 2500 FYT/kg 55 2500 2800
Controle 8.2 0 <LDD
Controle + 1000 FYT/kg 8.2 1000 1133
Controle + 2500 FYT/kg 8.2 2500 3171

*Ativdade da enzima é expressada como a quantidade de produto adicionada na ragéao.
FYT = Unidades de fitase por kg de ragao.
2L.DD = Limite de detecgéo.

Nao houve interacao entre os fatores para as variaveis de desempenho
ou para IA (P>0,05; Tabela 11). A inclusdo de fitase na dieta influenciou
positivamente o GPM e CA dos perus (P<0.05) em comparacao a dieta controle.
Ambas as doses foram estatisticamente semelhantes para GPM e CA. Nao
houve efeito da fitase sobre CR (P>0.05), assim como n&o houve efeito do nivel
de pH da agua sobre nenhuma das variaveis de desempenho (P>0.05). A IA ndo

foi afetada pelas doses de fitase ou pH da agua (P>0,05).

TABELA 11. CONSUMO DE RAGAO (CR), GANHO DE PESO (GP), CONVERSAO ALIMENTAR
(CA) E INGESTAO DE AGUA (IA) DE 1 A 21 DIAS.

Tratamento CR (g9) GP (9) CA (g/9) IA (9)
Efeito da fitase

0 FYT/kg 975,76 589,81° 1,6602 121,94
1000 FYT/kg 1003,80 625,932 1,604P 121,65
2500 FYT/kg 1008,50 634,092 1,590P 123,66
Efeito do pH de agua

55 980,12 605,66 1,628 124,45
8,2 1001,91 629,56 1,610 120,39
P-valor

Fitase 0,322 0,030 0,003 0,855
pH 0,101 0,062 0,215 0,213
Interacao 0,975 0,987 0,999 0,155
CV' (%) 6,15 7,30 3,23 8,48

Coeficiente de Variagéo
Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.
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As dietas suplementadas com fitase resultaram em aumento do CDIA de
RM, PB e P, sendo que a inclusdo de 2500 FYT/kg foi superior a inclusdo de
1000 FYT/kg, ambas com resultados melhores que a dieta controle (P<0.05;
Tabela 12) para as trés variaveis. Quanto ao efeito do fator pH de agua, houve
diferencga significativa somente para P, cuja digestibilidade foi maior nas aves

que beberam agua com pH 8,2.

TABELA 12. DIGESTIBILIDADE ILEAL APARENTE DO RESIDUO MINERAL (RM),
PROTEINA BRUTA (PB) E FOSFORO.

Tratamento RM (%) PB (%) P (%)
Efeito da fitase

0 FYT/kg 50,16°¢ 85,24° 63,83°¢
1000 FYT/kg 57,70° 87,592 70,68°
2500 FYT/kg 62,152 88,112 75,422
Efeito do pH de agua

5,5 55,76 86,28 68,41
8,2 57,58 87,50 71,38
P-valor

Fitase <0,001 0,031 <0,001
pH 0,303 0,133 0,040
Fitase*pH 0,719 0,874 0,873
CV' (%) 9,33 3,38 7,29

1Coeficiente de Variagéo
Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.

Ainda em relagdo aos resultados de digestibilidade, foi observada
interacdo entre os fatores para o CDIA de MS e Ca, bem como para EDA
(P<0,05). Conforme o desdobramento da interacédo (Tabela 13), as dietas com
inclusao de 2500 FYT/kg resultaram em maior digestibilidade de MS quando as
aves ingeriram agua acidificada de pH 5,5, enquanto a digestibilidade de Ca foi
maior com a ingestdo de agua alcalinizada e dose de 2500 FYT/kg. Resultados
de EDA foram maiores com a suplementacao de 2500 FYT/kg em ambos os pH
da agua, porém ambas as doses de fitase tiveram resultado semelhante de EDA
nos perus que ingeriram agua alcalinizada.

As figuras 10, 11 e 12 elucidam a analise de regressao para a interagao
entre os fatores para CDIA de MS e Ca e EDA, respectivamente. Conforme
mostra a analise, a fitase aumentou linearmente a CDIA de MS e EDA em perus
ingerindo agua acidificada, porém houve uma queda em ambas as variaveis com
ingestdo de agua alcalinizada. Para CDIA de Ca, foi observado efeito linear

somente com perus ingerindo agua de pH 8,2.
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TABELA 13. DESDOBRAMENTO DA INTERAQAO - DIGESTIBILIDADE ILEAL
APARENTE DA MATERIA SECA (MS), CALCIO E ENERGIA DIGESTIVEL

APARENTE.

Fitase MS (%) Ca (%) EDA (kcal)
pH 5,5 pH82 pH55 pH82 pH55 pHS82

0 FYT/kg 66,319  67,70%¢ 58,08® 60,15 3017¢ 3165¢

1000 FYT/kg 71,48 73,092 61,61° 72,292  3201bc 34612

2500 FYT/kg 76,892 72,683 63,64° 74,342 34602 34002

P-valor

Fitase*pH 0,021 0,018 0,004

P-linear <0,001 <0,002 0,100 <0,001 <0,001 <0,001

P-quadratica 0,943 <0,001 0,784 0,118 0,624 <0,001

CV' (%) 4,18 6,76 3,75

1Coeficiente de Variagdo
Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.

FIGURA 10. DIGESTIBILIDADE ILEAL APARENTE DA MATERIA SECA COM
DOSES CRESCENTES DE FITASE E DOIS PH DA AGUA.
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FIGURA 11. DIGESTIBILIDADE ILEAL APARENTE DO CALCIO COM DOSES
CRESCENTES DE FITASE E DOIS PH DA AGUA.
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FIGURA 12. ENERGIA DIGESTIVEL APARENTE COM DOSES CRESCENTES DE
FITASE E DOIS PH DA AGUA.
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A andlise de excretas mostra que a inclusao de fitase na dieta aumentou
o CMA de MS, PB e Ca (Tabela 14; P<0,05). Para MS, a dose de 2500 FYT/kg
foi superior aos demais tratamentos, enquanto para PB e Ca ambas as doses de
fitase foram semelhantes e superiores a dieta sem enzima. O nivel de pH da
agua afetou somente o CMA de PB, que foi maior para os perus que ingeriram
agua acidificada (P<0,05).

TABELA 14. METABOLIZABILIDADE APARENTE DA MATERIA SECA (MS),
PROTEINA BRUTA (PB) E CALCIO.

Tratamento MS (%) PB (%) Ca (%) Na (%)
Efeito da fitase

0 FYT/kg 67,81°¢ 56,34° 33,44 51,47°
1000 FYT/kg 72,43 64,612 45,562 56,762
2500 FYT/kg 75,122 65,802 45,662 60,382
Efeito do pH de agua

5,5 72,04 64,182 40,05 56,07
8,2 71,53 60,32 41,06 56,34
P-valor

Fitase <0,001 <0,000 <0,001 <0,001
pH 0,666 0,017 0,086 0,834
Fitase*pH 0,100 0,334 0,144 0,848
CV' (%) 5,25 8,07 12,87 7,30

Coeficiente de Variagéo
Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.

Além disso, foi observada interacdo entre os fatores para
metabolizabilidade de RM e P e também para EMA (P<0.05). Conforme valores
apresentados no desdobramento da interagao (Tabela 15), o CMA de RM e P foi
maior nas dietas com inclusdo de 2500 FYT/kg em ambos os pH da agua. No
entanto, com a mesma dosagem de 2500 FYT, o valor de EMA foi maior quando
as aves ingeriram agua com pH 5,5.

As figuras 13, 14 e 15 elucidam a analise de regressao para a interagcéo
entre os fatores para CMA de RM e P e EMA, respectivamente. Conforme mostra
a analise, a fitase aumentou linearmente a CDIA de MS e EDA em perus
ingerindo agua acidificada, porém houve uma queda em ambas as variaveis com
ingestdo de agua alcalinizada. Para CDIA de Ca, foi observado efeito linear

somente com perus ingerindo agua de pH 8,2.
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TABELA 15. DESDOBRAMENTO DA INTERAGAO - METABOLIZABILIDADE
APARENTE DO RESIDUO MINERAL (RM), FOSFORO E ENERGIA
METABOLIZAVEL APARENTE (EMA).

Fitase RM (%) P (%) EMA (kcal)
pH55 pH82 pH55 pH82 pH55 pHB8,2
0 FYT/kg 31,499 35099 45356 5247° 30119  3189°

1000 FYT/kg 38,16P¢  43,622b 52,83> 58,13ab  3282bc  3458ab
2500 FYT/kg 47,762 44 292 61,582 60,862 34962 34202
P-valor

Fitase*pH 0,005 <0,001 0,001
P-linear <0,001 0,001  <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
P-quad 0,474 0209 0,769 0,200 0,616 0,004
CV' (%) 9,22 6,80 3,02

1Coeficiente de Variagdo
Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.

FIGURA 13. COEFICIENTE DE METABOLIZABILIDADE APARENTE DO
RESiDUO MINERAL COM DOSES CRESCENTES DE FITASE E DOIS PH DA
AGUA.
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FIGURA 14. COEFICIENTE DE METABOLIZABILIDADE APARENTE DO FOSFORO
COM DOSES CRESCENTES DE FITASE E DOIS PH DA AGUA.

65

- y = 0,0032x + 53,379 "
R2=0,9046 & "___.“...--.....--.‘:‘ .........

.t

. ATy 20,0084x + 45,74
50 e - R2=0,9951

et

Metabolizabilidade Aparente (%)

0 500 1000 1500 2000 2500
Dose de fitase (FYT/kg)

A P55 ¢ P82 e Linear (P 5,5)  -eeeeeees Linear (P 8,2)

FONTE: O autor (2020)

FIGURA 15. ENERGIA METABOLIZAVEL APARENTE COM DOSES CRESCENTES
DE FITASE E DOIS PH DA AGUA.
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Nao foi observada interacdo entre os fatores para as variaveis de
composicdo Ossea analisadas nas tibias dos perus (P<0.05) (Tabela 16).
Quando avaliando os fatores em separado, os perus alimentados com dieta
contendo 2500 FYT/kg tiveram maiores teores de RM, Ca e P na tibia em
comparagao a dieta controle (P<0,05), enquanto a dosagem de 1000 FYT foi
estatisticamente semelhante a ambas. Nao foi observado efeito do nivel de pH
da agua sobre a composi¢cao mineral das tibias, assim como nao houve efeito

dos tratamentos sobre a variavel Sl (P>0,05).

TABELA 16. TEOR DE RESIDUO MINERAL (RM), CALCIO E FOSFORO NA TiBIA E
INDICE DE SEEDOR

Tratamento RM (%) Ca (%) P (%) Seedor
Efeito da fitase

0 FYT/kg 49,71 17,37° 8,20P 25,57
1000 FYT/kg 50,452° 18,45% 8,532 26,35
2500 FYT/kg 51,432 19,232 8,922 26,47
Efeito do pH de agua

55 50,43 18,47 8,56 26,08
8,2 50,62 18,22 8,54 26,19
P-valor

Fitase 0,003 0,009 <0,001 0,565
pH 0,605 0,605 0,875 0,882
Fitase*pH 0,996 0,674 0,691 0,744
CV' (%) 2,43 8,28 4,15 9,13

Coeficiente de Variagdo
Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.

Nao foi observada interagao entre os tratamentos para concentragao de
inositol no plasma dos perus e para pH da moela (Tabela 17; P>0,05).
Separadamente, apenas o fator fitase demonstrou efeito significativo sobre o
inositol plasmatico, cuja concentragcdo da substancia foi maior nos animais
alimentados com as dietas contendo enzima, independente da dose, em
comparagao aos que receberam dieta controle (P<0,05). O pH da agua nao
exerceu influéncia sobre a concentracdo de inositol no plasma dos perus
(P>0,05). As diferentes doses de fitase e pH da agua, quando avaliados
separadamente também nao exerceram efeito significativo sobre o pH da moela
(P>0,05).



75

TABELA 17. CONCENTRACAO DE INOSITOL PLASMATICO E PH DA MOELA DE

PERUS.

Tratamento Inositol (umol/L) pH moela
Efeito da fitase

0 FYT/kg 186.82° 3,25
1000 FYT/kg 232172 3,52
2500 FYT/kg 236.262 3,43
Efeito do pH eagua

55 217.31 3,32
8,2 219.52 3,50
P-valor

Fitase 0.003 0,620
pH 0.867 0,503
Fitase*pH 0.880 0,688
CV' (%) 19.43 16,38

'Coeficiente de Variagdo

Médias seguidas por letras minusculas sobrescritas diferem pelo teste Tukey a 5%.
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4.4 DISCUSSAO

O desempenho dos perus foi melhorado com adi¢cédo de altas doses de
fitase na dieta. Foi gerado um aumento de 7,51% para GPM e reducéo de 4,4%
para CA comparando a dose de 2500 FYT/kg com a dieta sem suplementacao,
como um possivel reflexo da maior disponibilidade de nutrientes resultante da
hidrélise de fitato na presenga da enzima. Os resultados estdo em conformidade
com os encontrados por Pirgozliev et al. (2007), que também observaram melhor
no ganho de peso e eficiéncia alimentar de perus alimentados com doses de
fitase de até 2500 FYT/kg. De acordo com estes autores, os ganhos no
desempenho com uso de fitase sdo ainda mais expressivos em perus
comparados a frangos de corte.

A oferta de agua acidificada (pH 5,5) ou alcalinizada (pH 8,2) nao
exerceu efeito significativo sobre o desempenho dos perus. Os resultados
diferem do observado por outros autores em relagdo ao tratamento de pH da
agua para frangos de corte. Segundo Yang et al. (2009) e Hamid et al. (2018), a
agua acidificada por uso de acidos organicos melhora o desempenho por trazer
beneficios a flora intestinal e auxiliar na eliminagao de patégenos. Por outro lado,
outros estudos relatam nao haver influéncia do pH da agua sobre desempenho
de frangos (ACIKGOZ et al., 2011) e perus (CORNELISON et al., 2005).

Segundo Watkins et al. (2008), a elevagao do pH da agua pode causar
uma caracteristica indesejavel de amargura no sabor, e 0 mesmo pode ser
causado pela acidificacdo excessiva (ACIKGOZ et al., 2011) o que induz a
reducao na ingestao de agua em aves. Contudo, neste estudo a ingestao de
agua se manteve inalterada tanto pela elevagao quanto diminuigdo do pH da
agua. A ingestao de agua esta diretamente ligada ao consumo de ragao e da
mesma forma nao foram observadas diferengas para consumo.

O aumento da dose de fitase de 1000 para 2500 FYT/kg teve um impacto
positivo na digestibilidade e metabolizabilidade da dieta de maneira
generalizada. Conforme observado por outros autores em dietas para frangos de
corte, a utilizagdo de doses altas de fitase superiores a 1000 FYT/kg, além de
melhorar o aproveitamento de P, também aumenta a digestibilidade de proteina
e aminoacidos complexados ao fitato e a energia digestivel e metabolizavel
(WALK; RAMA RAO, 2020; WALK; OLUKOSI, 2019; DERSJANT-LI;
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KWAKERNAAK, 2019; COWIESON et al., 2017). O mesmo foi observado com
doses de até 2500 FTU/kg para perus (Pirgozliev et al., 2011; Pirgozliev et al.,
2007). A intengado com o uso de doses maiores de fitase € garantir que a enzima
tenha um maior contato com o substrato fitato de modo a intensificar o grau de
degradacgao da molécula, ocasionando assim os efeitos extra-fosforicos na dieta
(BEESON et al., 2017; COWIESON et al., 2017).

O conteudo de Na nas excretas também foi reduzido com a utilizagao de
fitase. Na presenca do fitato, ha maior secregao de NaHCO? no lumen intestinal
na tentativa de combater o desequilibrio de pH causado pela alta excrecédo de
HCI (COWIESON et al., 2009; RAVINDRAN et al., 2006). A fitase contrapde esta
condi¢ao ao eliminar mais fitato do trato, reduzindo a secregéo de HCI no lumen
e portanto diminuindo a excreg¢ao excessiva de Na.

A formacdo de complexos do fitato com cations, por exemplo Ca, é
favorecida em meio a pH mais altos, e em pH acidos os quelatos se tornam mais
susceptiveis a hidrélise enzimatica (AMERAH et al., 2014; SANTOS, 2012). A
alteracao de pH da agua teve influéncia significativa para algumas variaveis de
digestibilidade e metabolizabilidade da dieta, porém de maneira inconsistente. O
CDIA para MS e CMA para PB foram maiores para os perus que ingeriram agua
acidificada, sugerindo neste caso que o pH acido da agua ocasionou uma maior
eficacia da enzima por tratar-se de uma fitase acida originada de Aspergillus,
cujo pH 6timo de atividade varia de 2,5 a 5,0 (TRAN et al., 2011). Por outro lado,
o maior pH de agua aumentou o CDIA do P, e ao avaliarmos a interagao entre
os fatores, o CMA de Ca so6 foi melhorado com fitase em pH 8,2 e a dieta sem
fitase ou com dose 1000 FYT/kg em pH 8,2 gerou melhores resultados para
metabolizabilidade de P e EMA. O resultado é controverso a estudos que
mostram que pH mais baixos favorecem a complexagao entre fitato e Ca,
tornando a molécula menos susceptivel a quebra por fitase e assim prejudicando
o aproveitamento de demais nutrientes (SELLE et al., 2009; SANTOS, 2012).
Porém ao aumentar a dose para 2500 FYT/kg, os valores de digestibilidade e
metabolizabilidade da dieta foram, de maneira geral, estatisticamente
semelhantes em ambos os pH. Aparentemente uma alta dosagem de fitase n&o
sofre influéncia do pH da agua no aproveitamento da dieta. Em todo o caso, a
divergéncia entre os resultados observados neste e outros estudos pode estar

ligada ao método ou a dose e tipo de substancia aplicados na alteragao do pH.
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Da mesma forma, o pH da moela nao foi alterado pelo pH da agua. O
resultado confere com o encontrado por Watkins et al., 2004, que néo
observaram alteragcdo no pH da moela de frangos e perus ingerindo agua
acidificada, porém difere de outros estudos que relataram redugado do pH no
papo, proventriculo e ileo (HAMID et al., 2018) ou em todo o trato (PESTI et al.,
2004) com oferta de agua acidificada para frangos. Alguns estudos descrevem
que a adicao de fitase na dieta de frangos pode aumentar o pH da moela e outras
porcdes do trato por reduzir a secregao de HCI (AMERAH et al., 2014; WALK et
al., 2012), porém neste estudo este efeito ndo foi observado no pH da moela de
perus.

A melhora no CDIA e CMA pela inclusao de fitase reflete em uma maior
disponibilidade de Ca e P para o animal, além de outros minerais que possam
estar complexados na molécula de fitato. Desta forma a absorcéo 6ssea de
minerais foi fortalecida, aumentando o teor de RM, Ca P na tibia dos perus em
comparacgao a dieta controle. Resultados similares foram obtidos em relagao a
mineralizagao o0ssea de frangos (HAN et al., 2009; SOUSA et al., 2015) e perus
(KOZLOWSKI et al., 2010; APPLEGATE et al., 2003). Em um estudo recente
Walk e Rama Rao (2020) descreveram um aumento significativo na
concentracao de Ca e cinzas na tibia de frangos alimentados com doses acima
de 2000 FTU/kg de fitase. Similarmente no presente estudo, a composigcéo
mineral 6ssea da tibia de perus foi ainda maior com aumento da dose enzimatica
de 1000 para 2500 FYT/kg.

O inositol livre € uma molécula resultante da total desfosforilacdo ou
remocgao dos grupos fosfatos da molécula de fitato e participa de diversas
fungdes no organismo animal, como transporte de glicose, metabolismo de
lipideos, absorgdo de minerais e equilibrio osmaético, além de exercer acao
antioxidante (GONZALEZ-UARQUIN et al., 2020). Por ser parte do fitato, o
inositol esta presente em dietas convencionais de aves e suinos, na
concentracao de 2 a 4 g/kg, e quando a forma pura é incrementada a dieta séo
observados beneficios no desempenho dos animais (COWIESON et al., 2014).
Ao potencializar a hidrolise de fitato, a fitase também aumenta a concentragéo e
absorcao de inositol no trato do animal, conforme evidenciado em estudos com
frangos de corte (WALK; OLUKOSI, 2019; COWIESON et al., 2016). No presente

estudo a inclusao de fitase aumentou significativamente a concentragdao de
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inositol livre no plasma sanguineo de perus, refletindo uma taxa maior de
degradacéo do fitato em relagdo a dieta controle, embora ambas as doses foram

igualmente eficazes para esta caracteristica.
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4.5 CONCLUSOES

A inclusdo de fitase na dieta melhora o desempenho de perus de 1 a 21
dias. O aumento da dose enzimatica de 1000 para 2500 FYT/kg promoveu
melhora sobre a digestibilidade e metabolizabilidade da dieta, incremento do
conteudo mineral no osso tibial e concentracao de inositol plasmatico. A variacéao
do pH da agua nao teve influéncia sobre o desempenho, ingestdo de agua, pH
da moela e mineralizagao 6ssea dos perus. Contudo, foi observada interacao
entre os fatores para algumas variaveis de digestibilidade e metabolizabilidade
da dieta, entretanto com resultados divergentes entre agua acidificada ou
alcalinizada. Porém, a suplementacdo de uma dose de fitase mais alta (2500
FYT/kg) otimizou o aproveitamento da dieta para perus em ambos os pH
estudados, desta forma melhorando desempenho, mineralizacdo Ossea e

absorgao de inositol.
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CONSIDERAGOES FINAIS

A utilizacao de fitase na dieta de animais monogastricos, principalmente
suinos e aves, €& amplamente disseminada. O principal objetivo da
suplementacdo € melhorar o aproveitamento de P fitico e diminuir os efeitos
antinutricionais do fitato. Desta forma € possivel reduzir a entrada de outras
fontes de P na dieta, barateando o custo de formulagao e producao de ragdes,
além de também reduzir a excrecao de nutrientes para o meio ambiente.

Em comparagdo a frangos de corte, os perus apresentam um maior
requerimento nutricional de proteina, fésforo e calcio. Além disso sdo menos
eficazes em hidrolisar o fitato e aproveitar o P da dieta, o que esta ligado a fatores
fisioloégicos que diferem entre as espécies. A formulagdo de dietas para perus
contendo fitase e os efeitos da enzima devem ser portanto considerados de
maneira distinta a formulacéo para frangos de corte.

Doses altas de fitase, acima dos niveis comumente aplicados no sistema
de produgao, tém sido o foco de pesquisas atuais, principalmente para frangos.
Os resultados providos por ambos os experimentos mostram claramente que os
perus também podem responder, ainda nas primeiras semanas de idade, a altas
dosagens de fitase na dieta, de até 4000 FYT/kg. Efeitos lineares foram
observados para variaveis de aproveitamento da dieta e composi¢cdo 0Ossea,
além de melhoras significativas no desempenho em comparagao a oferta de
dietas sem fitase. Ainda, a inclusdo da enzima foi eficaz em recuperar o
desempenho de perus alimentados com niveis reduzidos de Ca e P.

Os efeitos extra-fosforicos da fitase também foram evidenciados nos
experimentos quando consideramos o maior aproveitamento da matéria seca,
proteina, sodio, energia e a maior concentracao de inositol livre no sangue. Vale
ressaltar, porém, que o aumento da metabolizabilidade, diferentemente da
digestibilidade ileal, infere no maior desaparecimento do nutriente e nao
necessariamente em maior absorgao. Isto pode significar que o nutriente foi
efetivamente aproveitado pela microbiota intestinal presente nos cecos e nao
pela ave.

Parte das observacdes, entretanto, foram divergentes e de limitada
elucidacao no tocante ao real efeito do pH da agua para perus e a interagao com

diferentes doses de fitase. A literatura traz um consenso de que a variagao do
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pH pode alterar a ingestdo de agua em aves, e consequentemente o consumo
de ragao, o que nao foi observado neste estudo. As variaveis de digestibilidade
e metabolizabilidade foram influenciadas pelo pH da agua de maneira
discrepante, enquanto outros parametros de desempenho, mineralizagao 6ssea
e concentragcdo plasmatica de inositol ndo sofreram efeito deste fator. A
divergéncia de resultados pode estar ligada ao tipo de substancia utilizada no
tratamento de pH. Em muitos estudos a agua é acidificada por uso de acidos
organicos, que também estdo ligados a outros beneficios para a dieta, e a
alcalinizagdo da agua normalmente é feita por tratamento magnético, enquanto
no segundo experimento foram utilizadas uma simples solugéo acida e base.
Diferentes acidos apresentam distintos pKa e podem se dissociar no trato de
maneira diferente e no caso do experimento, nao foi observada diferenca para o
pH da moela dos perus. Questiona-se, portanto, o real efeito dessa alteragao
artificial de pH da agua, isoladamente ou em interacdo com a fitase. Outros
detalhes no momento da coleta de conteudo ileal e excreta, assim como na
medi¢cado de pH da moela, como por exemplo se uma ave estivesse ingerindo
agua momentos antes da coleta enquanto outras estivessem ha mais tempo sem
beber, também podem influenciar os resultados.

A criagao de perus tem uma participagao importante no mercado avicola
nacional e a demanda por pesquisas que avaliem a suplementacao enzimatica
para estas aves é crescente. E essencial investigar a eficacia de diferentes doses
de fitase e sua interagdo com outros fatores inerentes a alimentagéo de perus. A
composicao da dieta e dos ingredientes isolados, em relagdo a quantidade de
substrato e a interagdo com demais enzimas pode influenciar o efeito da fitase

sobre os parametros alvos da pesquisa.
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