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RESUMO

A funcionalidade intestinal de frangos de corte, essencial para sua saude e
desempenho, € amplamente modulada pela interagdo entre a microbiota e o trato gas-
trointestinal. Fatores dietéticos, como polissacarideos ndo amilaceos (PNAs) e pepti-
doglicanos (PGNs), podem desestabilizar esse equilibrio, dificultando a digestao e de-
sencadeando respostas inflamatodrias. Os PNAs, presentes nas paredes celulares dos
ingredientes, aumentam a viscosidade intestinal, prejudicando a absor¢ao de nutrien-
tes, enquanto os PGNs, provenientes de bactérias inativas, exacerbam a resposta
inflamatdria ao induzir a liberagdo de citocinas pré inflamatoérias. Enzimas como [3-
mananase e muramidase foram estudadas quanto ao potencial de mitigar esses efei-
tos. Neste estudo, 900 frangos Ross 308 foram divididos em quatro grupos: controle,
B-mananase, muramidase e a combinagcdo de ambas (todas com 100 kcal a menos
em relacéo a dieta controle), com o objetivo de avaliar os efeitos dessas enzimas no
desempenho, digestibilidade e qualidade da cama. O grupo com muramidase apre-
sentou melhor conversao alimentar, maior digestibilidade da matéria organica e ener-
gia, além de menor gordura corporal. A dieta com enzimas manteve o desempenho
produtivo e os rendimentos de carcaca e cortes em niveis préximos ao controle, indi-
cando potencial na otimizagdo da performance produtiva dos frangos de corte.
Quando isoladas ainda promoveram a redugéo do pH, sugerindo um ambiente com

menor risco de proliferagao de patégenos.

Palavras-chave: Funcionalidade. Peptidoglicanos. Polissacarideos ndo amilaceos.



ABSTRACT

The intestinal functionality of broilers, which is essential for their health and
performance, is largely modulated by the interaction between the microbiota and the
gastrointestinal tract. Dietary factors such as non-starch polysaccharides (NSPs) and
peptidoglycans (PGNs) can destabilize this balance, hindering digestion and triggering
inflammatory responses. PNAs, present in the cell walls of ingredients, increase
intestinal viscosity, impairing nutrient absorption, while PGNs, originating from inactive
bacteria, exacerbate the inflammatory response by inducing the release of pro-
inflammatory cytokines. Enzymes such as f-mannanase and muramidase have been
studied for their potential to mitigate these effects. In this study, 900 Ross 308 chickens
were divided into four groups: control, B-mannanase, muramidase and a combination
of both (all with 100 kcal less than the control diet), with the aim of evaluating the effects
of these enzymes on performance, digestibility and litter quality. The muramidase
group showed better feed conversion, higher digestibility of organic matter and energy,
as well as lower body fat. The diet with enzymes maintained production performance
and carcass and cut yields at levels close to the control, indicating potential for
optimizing broiler production performance. When isolated, they also promoted a
reduction in pH, suggesting an environment with a lower risk of pathogen proliferation.

Keywords: Functionality. Peptidoglycans. Non-starch polysaccharides.
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CAPITULO |
CONSIDERAGOES GERAIS

1. INTRODUGAO

A utilizagdo de aditivos na nutrigdo animal visa otimizar a absor¢éo de nutri-
entes, resultando em maior eficiéncia econémica e melhor desempenho dos animais.
As enzimas, amplamente empregadas em diversas espécies, desempenham um pa-
pel crucial ao favorecer a funcionalidade intestinal, essencial para a digestao e absor-
cao dos nutrientes. A presencga de interferentes na dieta, como polissacarideos nao
amilaceos (PNAs) e peptidoglicanos (PGNs), pode comprometer essa funcionalidade,
aumentando a viscosidade intestinal e promovendo respostas inflamatérias exacerba-
das. Enzimas especificas, como B-mananase e muramidase, atuam na degradagéo
desses compostos, promovendo um ambiente intestinal mais saudavel e eficiente na
absorcao de nutrientes. Assim, o uso dessas enzimas nao s6é melhora o desempenho
dos animais, mas também reduz a excregao de nutrientes como nitrogénio e fésforo,
diminuindo o impacto ambiental, como a contaminac¢ao de aquiferos e a eutrofizacao,
que afetam negativamente a biodiversidade (Guenter, 2002; Hsiao et al., 2006; Ma-
chado et al., 2010; Ravindran, 2013; Moura et al., 2019; Wang et al., 2021).

A B-mananase, por exemplo, hidrolisa B-mananos, PNAs soluveis presentes
nas paredes celulares de plantas como a soja, amplamente utilizada na dieta de fran-
gos de corte. Esses animais carecem de enzimas endogenas capazes de degradar
esses compostos, resultando em perdas de energia e proteinas, uma vez que os car-
boidratos complexos presentes nos -mananos se ligam as proteinas das paredes
celulares das plantas. Além disso, a presenga de manose, o principal agucar presente
nos B-mananos, na superficie de microrganismos patogénicos, como fungos, bacté-
rias e virus, pode induzir um falso sinal sobre a presenga de patégenos, ativando uma
resposta imune desnecessaria. A hidrélise dos B-mananos pela f-mananase gera fra-
¢des menores que nao apenas fornecem energia adicional, mas também evitam a
liberagdo de citocinas pré inflamatdrias e reduzem a viscosidade intestinal, melho-
rando a digestibilidade dos nutrientes (Lee et al., 2003; Hsiao et al., 2006; Mehri et al.,
2010; Kong et al., 2011; Mussini et al., 2011; Poulsen et al., 2022; Sacakli et al., 2024).

A muramidase, por sua vez, catalisa a degradacao de PGNs, fragmentos bac-

terianos n&o vivos, gerando o muramil dipeptideo (MDP), um metabdlito bioativo com
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a capacidade de ativar os receptores intracelulares NOD2 nas células epiteliais intes-
tinais. Essa ativacdo desencadeia uma cascata de sinalizacdo que resulta na produ-
¢ao de citocinas anti-inflamatdrias, promovendo uma resposta imunoldgica regulada
e a manutencao da homeostase intestinal. Embora o mecanismo exato ainda n&o seja
compreendido, esses efeitos podem melhorar a digestibilidade dos nutrientes e, con-
sequentemente, o desempenho dos frangos de corte, ao minimizar a interferéncia dos
PGNs na absorgao de nutrientes (Girardin et al., 2003; Strober et al., 2006; Wang et
al., 2021; Goes et al., 2022).

Com o aumento da produc¢ao de frangos no Brasil, ha também um incremento
na geragao de residuos, o que exige atengao quanto ao seu manejo ambiental. Acama
de frango, por exemplo, € um subproduto significativo dessa producéo, ja que é o
material utilizado para o manejo das aves durante todo o ciclo produtivo (Atapattu et
al., 2008). Portanto, € essencial adotar recursos que assegurem a produtividade e
eficiéncia econdmica do sistema, ao mesmo tempo em que minimizam a geragéao de
residuos poluentes. A utilizagdo das enzimas 3-mananase e muramidase surge como
uma estratégia promissora para reduzir o impacto ambiental associado a produgao de
proteina de origem animal. Além disso, este estudo inova ao avaliar a aplicagéo con-
junta das enzimas -mananase e muramidase em dietas de frangos de corte, aborda-

gem inédita na literatura.

1.1 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos individuais da B-mananase e da muramidase na dieta de
frangos de corte, bem como investigar quais os efeitos dessas enzimas quando
combinadas sobre o desempenho zootécnico, rendimento de carcaga, digestibilidade

de nutrientes e parametros de qualidade de cama.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 INTERFERENTES DA FUNCIONALIDADE INTESTINAL
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A funcionalidade intestinal ideal em frangos de corte ocorre quando ha um
estado de equilibrio entre o microbioma e o trato gastrointestinal do hospedeiro, per-
mitindo o desempenho eficiente de fungdes fisioldgicas cruciais e contribuindo para a
saude, bem-estar e desempenho das aves (Celi et al., 2017). Esse equilibrio € influ-
enciado por diversos fatores internos e externos, incluindo a qualidade e a composicao
dos ingredientes, o ambiente e 0 manejo. Além disso é constantemente ameagado por
trés mecanismos interconectados: disbiose, permeabilidade da barreira mucosa e in-
flamacéao (Figueira et al., 2014). A dieta desempenha papel fundamental nesse con-
texto, modulando a microbiota e favorecendo o desenvolvimento muscular das aves
(Yeoman et al., 2012).

A dieta também pode introduzir interferentes que afetam negativamente a fun-
cionalidade intestinal, como antinutrientes, incluindo PNAs, fitatos, lectinas e micoto-
xinas. Esses compostos podem dificultar a digestibilidade e a absorgédo de nutrientes,
prejudicando o crescimento e o desempenho das aves. A integridade da barreira mu-
cosa € outro aspecto critico; quando os enterdcitos sao danificados, a absorgao de
nutrientes é reduzida, e substancias tdxicas e microrganismos conseguem atravessar
essa barreira, provocando respostas inflamatérias que demandam energia significa-
tiva e, assim, comprometem a eficiéncia alimentar. Adicionalmente, a presencga de
PGNs, componentes das paredes celulares de bactérias inativas, intensifica a libera-
cao de citocinas proé-inflamatérias e compete com nutrientes no trato gastrointestinal,
reduzindo ainda mais a digestibilidade (Awad et al., 2017; Morgan, 2017; Celi et al.,
2017; Lee & Hase, 2014).

Para minimizar os efeitos desses interferentes e evitar que eles comprometam
a funcionalidade intestinal, é crucial adotar uma abordagem integrada que, além de
mitigar o impacto dos antinutrientes, estabilize a microbiota e fortalega a barreira in-
testinal. Essa estratégia contribui para um ambiente gastrointestinal mais saudavel,
maximizando o desempenho zootécnico dos frangos de corte e promovendo uma pro-

ducdo mais eficiente e sustentavel (Klasing, 1998; Celi et al., 2017).

2.1.1 Peptidoglicanos
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Peptidoglicanos (PGNs) sdo heteropolimeros complexos essenciais para a in-
tegridade estrutural das bactérias. Além de assegurar sua forma e estabilidade, funci-
onam como uma barreira contra ameacas fisicas, quimicas e bioldgicas (Rogers et al.,
1980). A estrutura do PGN é formada por cadeias alternadas de N-acetilglicosamina
(GIuNAc) e acido N-acetilmuramico (MurNAc), interligadas por ligagdes B-1,4 e esta-
bilizadas por pontes peptidicas, proporcionando uma matriz rigida e insoluvel (Phillips,
1966). Essa estrutura é altamente conservada em termos de constituicdo basica, mas
exibe variagdes nas cadeias peptidicas e nos padrdes de interconexao, o que confere
especificidade entre diferentes espécies bacterianas (Alcorlo et al., 2017). Além disso,
sao macromoléculas dinamicas que podem passar por remodelagcdes continuas em
resposta a alteracbes no ambiente (Horcajo et al., 2012). O PGN também funciona
como suporte para a fixacao de outros componentes, como proteinas (Dramsi et al.,
2008) e acidos teicoicos (Neuhaus e Baddiley, 2003).

Nas bactérias Gram-positivas, os PGNs compdem cerca de 50% do peso ce-
lular seco e apresentam uma espessa parede celular com varias camadas que, além
de estruturalmente estavel, permite a difusdo de muitas moléculas. Em contraste, as
Gram-negativas possuem uma camada mais fina de PGNs, localizada no espacgo pe-
riplasmico e protegida por uma membrana externa que limita a difusdo de moléculas
grandes, conferindo maior resisténcia a agentes antimicrobianos (Duarte, 2011).

No lumen intestinal de frangos de corte, a liberacdo de fragmentos de PGNs
pelas bactérias, incluindo simbiontes, patdégenos e patobiontes, pode influenciar sig-
nificativamente a digestdo e a resposta imune do hospedeiro. Esses fragmentos sao
reconhecidos como padrdoes moleculares associados a patégenos (PAMPs), principal-
mente por receptores do tipo Toll (TLRs: Toll-like receptors) e receptores NOD (Nucle-
otide-binding Oligomerization Domain) presentes nas células epiteliais intestinais, ati-
vando vias de sinalizagdo que desencadeiam uma série de respostas imunoldgicas
no hospedeiro. Com a ativacado dessas vias, ha indugao da produgcao de peptideos
antimicrobianos (AMPs), como B-defensinas, além da secregao de citocinas pro-infla-
matdrias e outros mediadores essenciais para a defesa contra infecgbes. Embora a
sintese controlada de AMPs contribua para a eliminagéo de patdégenos e a manuten-
¢ao da homeostase intestinal, a estimulagdo continua dos receptores de reconheci-
mento de padrdes, provocada por concentracdes elevadas de PGNs no [umen intes-

tinal, resulta em uma resposta inflamatéria exacerbada (Lee e Hase, 2014).
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Esse estado de inflamacé&o crénica induz a producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que, por sua vez, comprometem a integridade da mucosa
intestinal. Esse aumento da permeabilidade facilita a translocacao de bactérias e toxi-
nas para o interior do organismo, favorecendo o desenvolvimento de condi¢cbes pato-
l6gicas no local e resultando em prejuizos diretos a digestdo e absorgéo de nutrientes.
Adicionalmente, a inflamacao continua e o0 aumento do estresse oxidativo elevam o
consumo energeético, desviando recursos que seriam utilizados para o crescimento e
producao (Broom e Kogut, 2018; Goodarzi Boroojeni et al., 2019).

Embora os efeitos negativos sobre a funcionalidade intestinal sejam evidentes,
0s mecanismos especificos por meio dos quais os PGNs causam esses impactos
ainda nao sao completamente compreendidos (Goes et al., 2022). Entretanto, é evi-
dente que a resposta aos PGNs deve ser regulada de maneira precisa para evitar
disbiose e inflamacgéo crénica, que podem prejudicar a eficiéncia alimentar dos frangos
de corte. A compreensao detalhada dos mecanismos pelos quais os PGNs afetam a
homeostase intestinal € fundamental para o desenvolvimento de estratégias nutricio-
nais e imunomoduladoras que maximizem a funcionalidade intestinal e a produtividade

das aves sob condi¢gdes comerciais.

2.1.2 Polissacarideos ndao amilaceos

No Brasil, a alimentacado de aves € predominantemente feita a partir de milho
e farelo de soja, dois ingredientes essenciais para o fornecimento de energia e prote-
ina. O milho é uma fonte eficiente de amido, contudo, nem todos os seus nutrientes
sao aproveitados pelas aves devido a presenca de PNAs. Esses compostos, que fa-
zem parte da estrutura da parede celular das plantas, séo classificados em soluveis e
insoluveis, conforme sua capacidade de formar solugdes homogéneas ou heterogé-
neas em agua (Lima e Viola, 2001). Aproximadamente 8% dos componentes do milho
séo PNA’s, 6% insoluveis, sendo a maior parte constituida por arabinoxilanos (Smits
& Annison, 1996; Bertechini & Brito, 2007). Ja o farelo de soja, uma fonte de proteina
de alta qualidade, contém cerca de 27% de PNA’s, com 6% na forma soluvel (Smits &
Annison, 1996).

Os polissacarideos sao formados por monossacarideos conectados por liga-
¢oes glicosidicas, cuja estrutura afeta diretamente a sua digestibilidade no trato gas-

trointestinal das aves (Choct, 1997; Nelson & Cox, 2002). Além disso, a composi¢cao
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de PNA's pode variar entre diferentes cereais e cultivares, assim como em fung¢ao das
condigdes climaticas durante o cultivo, influenciando a digestibilidade e o valor ener-
gético dos graos (Jha et al., 2011). As consequéncias da ingestdo de PNA’s incluem
alteragdes no tempo de transito intestinal, modificagdes na estrutura da mucosa e na
regulagdo hormonal, o que compromete a absorgdo de nutrientes e, consequente-
mente, o desempenho zootécnico (Conte et al., 2003).

Os PNA’s soluveis, como gomas, pectinas e grande parte das hemiceluloses,
sao especialmente prejudiciais por aumentarem a viscosidade do conteudo intestinal,
o que dificulta a agdo das enzimas digestivas e a subsequente absorgédo de nutrientes
(Van Der Klis & Van Voorst, 1993; Choct, 1997; Oliveira et al., 2007; Tavernari et al.,
2008). Por outro lado, os PNA’s insoluveis, como a celulose, a lignina e algumas he-
miceluloses, embora menos prejudiciais, também podem comprometer a digestao
quando presentes em grandes quantidades. Estes compostos aceleram o transito do
quimo pelo trato digestivo, reduzindo o tempo disponivel para a agédo das enzimas
sobre a digesta (Warpechiwski, 1996). No entanto, quando consumidos em quantida-
des moderadas, podem ter efeitos benéficos ao retardar o transito intestinal, o que

favorece a absorg¢ao de nutrientes (Bertechini, 2006).

2.1.3 B-mananos

Os B-mananos sao uma classe de PNAs, caracterizados por sua solubilidade
em agua, e constituem um componente essencial da hemicelulose presente em legu-
minosas (Dhawan e Kaur, 2007). Essas moléculas sdo formadas por estruturas linea-
res compostas por repetidas ligagbes de 3-1,4-manose, 1-6 galactoses e glicose uni-
das a uma cadeia principal B-manana, formando estruturas complexas. Dependendo
das interacdes entre esses residuos, os f-mananos podem se apresentar em diferen-
tes formas nas plantas, sendo classificadas como glucomanano, galactomanano e
glucogalactomanano (Aman & Graham, 1990). A presenca desses compostos em in-
gredientes vegetais, embora comum, tem sido amplamente estudada devido aos seus
efeitos antinutricionais (Poulsen et al., 2022).

Entre os impactos negativos associados aos -mananos, destaca-se sua ca-
pacidade de aumentar a viscosidade do conteudo intestinal. Essa elevagao na visco-
sidade interfere diretamente na eficiéncia do processo digestivo, uma vez que dificulta

o contato das enzimas digestivas com seus substratos, comprometendo a absorgao
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adequada de nutrientes (Hsiao et al., 2006). Além disso, a alta viscosidade promove
um ambiente propicio para o crescimento de bactérias indesejaveis no intestino, o que
pode resultar em desequilibrios na microbiota intestinal e no comprometimento da fun-
cionalidade digestiva das aves. Tais condigdes nao apenas reduzem a eficiéncia ali-
mentar, mas também aumentam a incidéncia de disturbios intestinais e o volume de
excregao, o que pode impactar negativamente o desempenho zootécnico, a sustenta-
bilidade da cadeia produtiva e elevar os riscos sanitarios (Hsiao et al., 2006; Dhawan
e Kaur, 2007).

A complexidade estrutural dos B-mananos também influencia sua resisténcia
a agao das enzimas digestivas endégenas das aves, o que agrava ainda mais os efei-
tos antinutricionais (Aman & Graham, 1990). Sua interagdo com o glicocalix intestinal
espessa a camada de muco, promovendo a proliferacao de microrganismos que po-
dem degradar sais biliares, prejudicando a absor¢ao de lipidios e aminoacidos (Smits
& Annison, 1996). Além disso, a B-galactomanana pode levar a um aumento dos 6r-
gaos digestivos, aumentando a taxa de secregcao pancreatica e a utilizacdo de energia
dietética e aminoacidos para manutencao devido a deposicado tecidual (Jackson,
2001).

Embora a concentragao de 3-mananos nas dietas a base de milho e farelo de
soja seja relativamente baixa, esses compostos ainda tém efeitos antinutricionais sig-
nificativos (Kiarie et al., 2021). No farelo de soja, a quantidade de B-mananos € pre-
dominantemente associada as fracdes de casca, com concentragdes que variam entre
0,7% da matéria seca (MS) no farelo de soja descascado (com cerca de 48% de pro-
teina bruta) e até 2,1% de MS no farelo de soja com menor teor proteico (com cerca
de 44% de proteina bruta). Essa variagéo nas concentragdes de (-mananos reflete
sua maior presenga nas camadas externas do grao, onde estao localizados. Ha ainda
estudos que indicam que as concentragdes de 3-mananos no farelo de soja podem
variar de 1,26% a 2,22%, dependendo da fracdo de casca presente e do teor de [3-
galactomananos. Por outro lado, os 3-mananos no milho sdo menos prevalentes, cor-
respondendo a apenas 0,2% a 0,3% da matéria seca. Enquanto em subprodutos de-
rivados do milho, como o grao seco de destilaria com soluveis (DDGS), as concentra-
¢bes de B-mananos podem variar entre 0,47% e 2% de MS. (Hsiao et al., 2006; Kiarie
et al., 2021).
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A manose, principal agucar encontrado nos -mananos também pode ser en-
contrada na superficie celular de diversos patdégenos, incluindo fungos, bactérias e
virus. Devido a sua presenca na superficie desses agentes infecciosos, eles séo clas-
sificados como PAMPs, assim como os PGNs, elementos reconhecidos pelo sistema
imunoldgico inato. Esse reconhecimento € fundamental para a defesa contra patoge-
nos, no entanto, a ingestao de B-mananos pode, precipitadamente, desencadear uma
resposta imune, resultando em inflamagao desnecessaria (Hsiao et al., 2006; Poulsen
et al., 2022; Sacakli et al., 2024).

Estudos mostram que a presenca de f-mananos no intestino pode aumentar
a proliferagdo de células imunolégicas, como mondcitos e macrofagos, e intensificar
a produgao de citocinas pro-inflamatoérias (Olmeda-Geniec et al., 2015). Esse quadro
inflamatadrio resulta na liberagao de citocinas, como IL-1, IL-6 e fator de necrose tumo-
ral (TNF), que desempenham um papel central na regulagao da resposta inflamatéria.
Embora essas moléculas sejam essenciais para combater infec¢des, sua ativagdo em
resposta a ingestao de f-mananos nao patogénicos desvia recursos energéticos que
poderiam ser direcionados ao crescimento e desenvolvimento do animal (Zhang e Ti-
zard, 1996; Poulsen et al., 2022; Sacakli et al., 2024).

As citocinas pro-inflamatdrias ainda influenciam diretamente a integridade do
epitélio intestinal. Elas modulam a produgéo de proteinas de fase aguda (PFA) e afe-
tam as proteinas de juncéo epitelial, como as claudinas e ocludinas, responsaveis pela
manutencgao da barreira intestinal (Capaldo e Nusrat, 2009). Altera¢des na permeabi-
lidade intestinal devido a inflamagao podem comprometer a absorcéo de nutrientes,
prejudicando ainda mais o desempenho animal (Olmeda-Geniec et al., 2015).

A eliminacao desses compostos presentes na ragao € complexa, devido a re-
sisténcia a tratamentos quimicos e fisicos (Quadros, 2019). Assim, a suplementagao
com B-mananase exdgena se mostra necessaria para atenuar os efeitos adversos dos
B-mananos, auxiliando na digestéo e absor¢cao de nutrientes, e minimizando a ativa-
¢ao desnecessaria do sistema imune, favorecendo o desempenho e a saude dos ani-
mais (Hsiao et al., 2006).

2.2 ENZIMAS

As enzimas adicionadas a nutricdo animal ndo exercem um papel nutricional

direto, mas atuam auxiliando a digestdo ao melhorar a disponibilidade dos nutrientes
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contidos na dieta. Essas proteinas, com estruturas globulares e complexas, funcionam
como catalisadores biolégicos, acelerando reagdes quimicas no organismo sem So-
frerem degradagdes durante o processo. De natureza altamente especifica, enzimas
interagem com substratos determinados, coordenando os eventos metabdlicos e, em
condigdes ideais de temperatura, pH e umidade, promovem a quebra de ligagdes qui-
micas especificas (Champe & Harvey, 1989; Penz Junior, 1998 citados por Campes-
trini et al., 2005).

As enzimas utilizadas nas dietas de animais podem ser classificadas em duas
categorias: (1) enzimas que complementam as enzimas digestivas endégenas (como
proteases e amilases) e (2) enzimas que os animais sintetizam em proporg¢des limita-
das ou nédo produzem, como B-glucanases, pentosanas e a-galactosidases. Ainda
conforme Guenter (2002, citado por Campestrini et al., 2005), os objetivos da suple-
mentagao com enzimas sao eliminar fatores antinutricionais dos ingredientes vegetais,
melhorar a digestibilidade total da dieta, potencializar a atividade das enzimas endé-
genas e reduzir a contaminagao ambiental gerada pela excregdo de nutrientes néo
digeridos.

O mercado de enzimas para nutricdo animal tem se expandido rapidamente,
impulsionada pelas variagdes constantes nos precos dos ingredientes e pela necessi-
dade de minimizar os impactos ambientais da produgéao (Guenter, 2002; Ravindran,
2013). Em animais monogastricos, a inclusdo de enzimas exdégenas, como [3-gluca-
nases, pentosanas e a-galactosidases, facilita a degradagdo de PNAs, diminuindo a
viscosidade intestinal e melhorando a digestao e a absorg¢ao de nutrientes (Opalinski,
2006; Zanella et al., 1999). Assim, a suplementagao enzimatica na dieta permite redu-
zir a dependéncia de fontes proteicas e energéticas de alto custo (Adeola & Cowieson,
2011).

2.3 MURAMIDASE

As muramidases, também conhecidas como lisozimas ou N-acetilmuramida-
ses, pertencem a classe de enzimas hidroliticas glicosidicas e possuem um meca-
nismo de agao especifico sobre os PGNs das paredes celulares bacterianas (Gajda

et al., 2014). Diferente de enzimas com acao antimicrobiana direta, as muramidases
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nao afetam diretamente a viabilidade das bactérias intestinais. Em vez disso, elas mo-
dulam a interagéo entre o organismo hospedeiro e fragmentos bacterianos nao vivos,
uma vez que o sitio de acdo da muramidase nos PGNs torna-se acessivel apenas
apos a morte celular bacteriana (Humann & Lenz, 2009). Com isso, a muramidase
contribui para a regulagao da resposta imunoldgica local, ajudando a minimizar infla-

macdes excessivas e a manter um ambiente intestinal equilibrado (Wang et al., 2021).

2.3.1 Mecanismo de agao

Embora o exato mecanismo de agao ainda nao esteja completamente eluci-
dado, acredita-se que essas enzimas catalisam a hidrolise das ligacdes [-1,4-glicosi-
dicas entre o acido N-acetilmuramico e a N-acetilglicosamina, produzindo o dipeptideo
muramil (MDP), um metabdlito bioativo com potencial de ativar os receptores intrace-
lulares NOD2 (proteina 2 contendo o dominio de oligomerizacao de ligagao a nucleo-
tideos) nas células epiteliais intestinais. A ativacdo do NOD2 desencadeia uma cas-
cata de sinalizagdo que envolve vias como NF-kB (Fator Nuclear kappa B) e MAPK
(Proteina Quinase Ativada por Mitdégenos), resultando na produgao de citocinas anti-
inflamatdrias que promovem uma resposta imunoldgica regulada e a manutencao da
homeostase intestinal (Wang et al., 2021; Girardin et al., 2003; Strober et al., 2006). A
atividade enzimatica da muramidase € expressa em LSU (Lysozyme Substrate Units),
unidade que quantifica a capacidade da enzima de aumentar a fluorescéncia de pep-
tidoglicano marcado, refletindo sua eficacia na degradacao de componentes da pa-
rede celular bacteriana (Lichtenberg et al., 2017) .

2.3.2 Impactos na digestibilidade de nutrientes e no desempenho zootécnico

Goodarzi Boroojeni et al. (2019) avaliaram a digestibilidade de nutrientes e a
histologia intestinal de frangos de corte alimentados com e sem muramidase, e suge-
riram que os PGNs podem prejudicar a digestao e a absorgao de nutrientes. Enquanto
a muramidase pode reduzir essa carga no lumen, permitindo absorgéo eficaz dos nu-
trientes dietéticos. Dessa forma, a adicdo de muramidase microbiana as dietas de

frangos de corte representa uma perspectiva interessante para melhorar a funcionali-
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dade gastrointestinal. Além disso, a taxa de conversao alimentar pode melhorar apro-
ximadamente 3%. Demonstrando efeito significativo na digestibilidade e eficiéncia ali-
mentar dos animais.

Lichtenberg et al. (2017) avaliaram diferentes inclusbées de muramidase em
dietas de frangos de corte e ndo encontraram efeitos toxicos, mesmo quando utili-
zando altas concentragdes dietéticas (450.000 LSU/kg), além disso os autores obtive-
ram melhor desempenho com a adigao da enzima. Wang et al. (2021) conduziram um
experimento com inclusdo de muramidase e ao analisaram os resultados concluiram
que a enzima resultou em aumento na quantidade de células caliciformes no duodeno,
bem como no numero de linfocitos intraepiteliais em frangos de corte. Além deste, dois
estudos realizados por Goes et al. (2022) para investigar o efeito da adicao de mura-
midase microbiana em dietas para frangos de corte, analisando o desempenho zoo-
técnico, permeabilidade intestinal, carotenoides no sangue, digestibilidade ileal apa-
rente e a ocorréncia de dermatite plantar, demonstraram que a suplementacao de mu-
ramidase resultou em desempenho de crescimento superior, maior digestibilidade de
nutrientes e uma melhoria na funcionalidade intestinal. Esses efeitos mostram que a
enzima auxiliou as aves a se adaptarem ao desafio intestinal imposto, o que pode
explicar a reducéo na incidéncia de pododermatite observada nos animais suplemen-

tados com a enzima.

24 B-MANANASE

As beta-mananases sao enzimas comercialmente produzidas por fermenta-
¢ao submersa (FSm), geralmente a partir de microrganismos como leveduras, fungos
e bactérias, sendo estas ultimas preferidas devido ao seu custo reduzido, processo
de producao agil e facilidade de modificacdo. Essas enzimas desempenham um papel
crucial na hidrdlise dos 3-mananos, visto que, ao degradar esses polissacarideos, as
B-mananases reduzem significativamente a retengao de agua no intestino, diminuindo
a viscosidade intestinal (Lee et al., 2003; Mehri et al., 2010). Esse efeito enzimatico
melhora a digestibilidade e a absorgédo de nutrientes, ao mesmo tempo em que evita
a ativagao do sistema imunoldgico inato contra os 3-mananos, que, quando intactos,
poderiam induzir uma resposta inflamatéria desnecessaria. Dessa forma, a acao da

B-mananase ajuda a preservar a integridade da barreira intestinal e a eficiéncia na
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absorcao de nutrientes, otimizando o desempenho animal (Olmeda-Geniec et al.,
2015; Hsiao et al., 2006; Poulsen et al., 2022; Sacakli et al., 2024).

2.4.1 Mecanismo de agao

A B-mananase é uma endocarboidrase que cliva aleatoriamente as ligagdes
1,4-beta glicosidicas na cadeia principal de mananos, galactomananos, glucomana-
nos e galactoglucomananos, resultando na produgao de oligossacarideos como ma-
nobiose, manotriose e manose. O modo de agao da f-mananase ocorre em duas eta-
pas enzimaticas que envolvem reacdes de ataque nucleofilico e hidrolitico ao subs-
trato B-manano. Na primeira etapa, ocorre um ataque nucleofilico ao carbono anomé-
rico do substrato, ou seja, o carbono do agucar que esta ligado ao oxigénio glicosidico.
Simultaneamente, esse oxigénio é protonado (ganha um préton), criando um interme-
diario enzimatico instavel, o que permite que a reagao prossiga. Na segunda etapa,
esse intermediario é desfeito por um ataque hidrolitico, ou seja, uma molécula de agua
reage com o complexo enzima-substrato, quebrando a ligagado no carbono anomeérico
do grupo glicosil. Esse processo libera os produtos da reagédo, que sdo moléculas
menores do substrato original, e restaura a configuragao original da enzima e do car-
bono anomérico. Esse mecanismo ciclico permite que a -mananase continue a atuar
sobre novos substratos, promovendo a degradagao dos 3-mananos de forma eficiente
(Cruz, da, 2016; Srivastava e Kapoor, 2017a).

Os produtos da reagao, ao contrario de seus precursores, diminuem a visco-
sidade da dieta, facilitando a digestao e a absorcao de nutrientes, e estdo associados
a diminuicido da taxa de renovacgao da mucosa intestinal, o que contribui para melho-
rias na conversao alimentar. Além disso, esses oligossacarideos ndo desencadeiam
uma resposta imunoldgica desnecessaria no hospedeiro, ao contrario de fragmentos
maiores da parede celular, que podem ser reconhecidos como PAMPs (Duncan et al.,
2002; (Sims et al., 2004; Sinovec et al., 2005; Olmeda-Geniec et al., 2015; Poulsen et
al., 2022; Sacakli et al., 2024).

A atividade da B-mananase € medida em AMNU (Acidic Mannanase No-
vozymes Units), que avalia a capacidade da enzima de hidrolisar galactomanano, li-
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berando carboidratos redutores que séo detectados espectrofotometricamente (Lam-
bré et al., 2022). A enzima liquida B-mananase foi diluida em agua e misturada a ragéao

apds uma preé mistura para melhor homogeneizagao da enzima.

2.4.2 Impactos na digestibilidade de nutrientes e no desempenho zootécnico

Estudos conduzidos por Silva et al. (2022) demonstraram que a inclusao de
240 mg/kg de B-mananase em dietas de frangos de corte melhorou o rendimento de
carcacga e a morfologia do trato gastrointestinal, sugerindo efeitos positivos no desem-
penho produtivo, tais resultados foram similares aos encontrados por Latham et al.
(2018) ao investigarem os efeitos da f-mananase em diferentes concentracdes de
galactomanana, visto que, concluiram que a inclusdo da enzima melhora o desempe-
nho e a eficiéncia de utilizagdo de nutrientes em frangos de corte. Mohammadigheisar
et al. (2021) reforgaram esses achados ao observar melhorias na digestibilidade de
aminoacidos essenciais com a suplementacao de B-mananase. Por outro lado, Sorn-
lake et al. (2013), em um ensaio de digestibilidade in vitro, observaram que a 3-mana-
nase aumentou a liberagdo de agucares redutores, embora sem impacto significativo
no consumo de rag&o, na taxa de conversao alimentar ou na utilizagdo de energia.

Os resultados observados séo corroborados pelo estudo de Kiarie et al. (2021),
que revisou os efeitos da 3-mananase em diferentes espécies, incluindo frangos de
corte, evidenciando melhorias na utilizagdo de energia e nutrientes. No entanto, a
magnitude dessas respostas variou, indicando a necessidade de uma aplicagao mais
precisa da B-mananase para garantir resultados consistentes. De forma complementar,
Pantoja et al. (2022) observaram que a inclusdo de -mananase melhora a funciona-
lidade intestinal. A B-mananase também tem se mostrado eficaz na modulagdo micro-
biana e na redugao da severidade de infec¢des por patégenos como Eimeria maxima
e Clostridium perfringens, patdégenos que sado conhecidos por impactarem negativa-
mente o desempenho de frangos de corte (Maria, 2023).

Esses estudos indicam que a suplementacédo com (3-mananase em dietas de
frangos de corte pode melhorar significativamente a eficiéncia alimentar e a funciona-
lidade intestinal das aves. A acédo da B-mananase, ao reduzir a viscosidade da dieta e

promover a modulagdo da microbiota intestinal, contribui para uma melhor digestibili-
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dade dos nutrientes e para a integridade do epitélio intestinal. Além disso, os benefi-
cios observados, como o controle da resposta imunolégica e a reducao da severidade
de infecgbes por patégenos, reforcam o potencial dessa enzima como uma alternativa
eficaz aos promotores de crescimento convencionai (Sims et al., 2004).

No entanto, para maximizar a eficacia da 3-mananase, é essencial uma com-
preensdo aprofundada dos seus mecanismos de acao e das interagcdes com outros
componentes dietéticos. Isso permitira otimizar as formulagdes dietéticas e garantir
qgue os beneficios observados em termos de saude e desempenho das aves sejam
consistentes e replicaveis em diferentes condicdes de producdo. A exploracao conti-
nua e a compreensao detalhada dos efeitos da 3-mananase sao fundamentais para
alinhar a producéao avicola com as crescentes demandas por praticas de manejo mais
sustentaveis, proporcionando produtos de origem animal que atendam as expectati-

vas de qualidade e seguranga do mercado consumidor.

2.5 ENZIMAE MITIGACAO DO IMPACTO AMBIENTAL

A Resolucao CONAMA 01/1986 caracteriza impacto ambiental como qualquer
alteracao das propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do ambiente, resultante das
atividades humanas, que comprometa a saude, seguranga e bem-estar da populacao,
além de interferir na qualidade dos recursos naturais. No contexto da avicultura, os
principais desafios ambientais estdo relacionados ao manejo de residuos, especial-
mente pela presenga de compostos como nitrogénio e fésforo, que possuem elevado
potencial poluidor (Oviedo-Rondén, 2008; Verstegen & Jongbloed, 2003).

O nitrogénio, quando presente na forma de nitrato, é altamente mével no solo,
podendo ser lixiviado para lengois freaticos em concentragdes superiores a 10 mg/L,
representando um risco a saude humana e animal. A contaminagéao por nitratos € uma
preocupacao global, frequentemente associada ao manejo incorreto de residuos (Ma-
guire et al., 2005). Ja o fésforo € um agente-chave na eutrofizagdo dos corpos d'agua,
favorecendo a proliferagédo de algas e resultando na diminuigao dos niveis de oxigénio
dissolvido, o que compromete a fauna aquatica (Coelho & Kornegay, 1996). A cama
de aviario, utilizada para absorgédo de dejetos e bem-estar animal, também pode ter
implicagdes ambientais. As caracteristicas fisico-quimicas, como pH, temperatura (20-
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30°C) e umidade, criam condi¢des ideais para a proliferacdo de microrganismos po-
tencialmente patogénicos (Misselbrook et al., 2000). Em particular, a convers&o do ion
amoénio em amoénia em condi¢cdes de pH elevado e alta umidade resulta na emisséao
desse gas toxico, que € prejudicial tanto a saude animal quanto humana, além de
contribuir para a formacéo de particulas finas (Patterson & Adrizal, 2005).

Para mitigar esses impactos, a suplementagao de dietas com enzimas exoge-
nas, como B-mananase e muramidase, surge como uma abordagem promissora. A
inclusdo de B-mananase em racdes pode reduzir o impacto ambiental da produgao
avicola, diminuindo as emissdes de gases de efeito estufa em até 5,6% e o impacto
da eutrofizacdo em 1,1% (Hickmann et al., 2021). Além disso, a muramidase ao pro-
mover a degradacado de componentes provenientes da parede celular bacteriana, au-
menta a digestibilidade e a absorgao de nutrientes, o que pode resultar em menor
quantidade de excretas no ambiente (Wang et al., 2021)

Essas estratégias ndo apenas contribuem para a melhoria da eficiéncia ali-
mentar dos frangos de corte, mas também sao fundamentais para alinhar a produgao
avicola as praticas mais sustentaveis, respondendo as exigéncias por uma agricultura
mais ética e com menor impacto ambiental (Zhongchao & Zhang, 2004).

1.1
2.6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo contribui para a compreensao dos efeitos das enzimas [-mana-
nase e muramidase na funcionalidade intestinal, desempenho zootécnico e qualidade
da cama de frangos de corte. A aplicagao isolada ou combinada dessas enzimas de-
monstrou potencial para mitigar os efeitos negativos de PNAs e PGNs. Por ser o pri-
meiro estudo, relatado na literatura até o momento, a avaliar o uso conjunto dessas
enzimas, este trabalho oferece uma base promissora para o desenvolvimento de es-
tratégias mais sustentaveis e eficientes na avicultura. Estudos futuros poderao explo-
rar diferentes niveis de inclusdo e diferentes condi¢cdes de aplicacdo, buscando am-

pliar a aplicabilidade e o impacto positivo dessas enzimas na produg&o animal.
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CAPITULOII
EFEITO DAS ENZIMAS B-MANANASE E MURAMIDASE NA DIGESTIBILIDADE
DAS DIETAS E DESEMPENHO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Polissacarideos ndo amilaceos presentes nas paredes celulares dos compo-
nentes da dieta e peptidoglicanos das bactérias inativas podem comprometer a funci-
onalidade intestinal dos frangos de corte de forma a afetar o desempenho dos animais.
Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da adicdo das enzimas 3-mananase
e muramidase, de modo isolado ou combinado, na dieta de frangos de corte sobre o
desempenho produtivo, digestibilidade de nutrientes e parametros relacionados a qua-
lidade de cama no periodo de 1 a 42 dias de idade. 900 frangos de corte da linhagem
Ross 308 foram distribuidos em 4 tratamentos: controle, -mananase (500 AMNU/kg
de ragéo), muramidase (35.000 LSU/kg de ragéo) e a combinagao de ambas, 3-ma-
nanase (250 AMNU/kg de ragao) e muramidase (35.000 LSU/kg de racao). As dietas
dos grupos suplementados com enzimas foram formuladas com redugao de 100 kcal
em relacao a dieta controle. O experimento seguiu um delineamento inteiramente ca-
sualizado, com 9 repeticdes de 25 aves por unidade experimental. Aos 41 dias, 3 aves
foram eutanasiadas para coleta de conteudo ileal para determinacao dos coeficientes
de digestibilidade ileal aparente (CDIA) de matéria organica (MO), proteina bruta (PB)
e energia digestivel ileal (IDE). Além disso, foram avaliados os parametros de desem-
penho, incluindo consumo de ragao, ganho de peso e conversao alimentar aos 7, 21,
35 e 41 dias de idade, bem como o rendimento de carcaca e cortes aos 42 dias de
idade das aves. Foram realizadas medidas dos parametros relacionados a qualidade
da cama, incluindo o pH aos 18 e 39 dias, temperatura e as concentragdes de nitro-
génio e fosforo aos 39 dias, além do coeficiente de residuo no dia 41. Os animais
alimentados com dietas contendo muramidase apresentaram maior digestibilidade da
matéria organica e da energia (P<0,001). No periodo de 0 a 21 dias, as aves alimen-
tadas com a dieta controle apresentaram maior consumo em comparagao aquelas que
receberam o tratamento combinado de 3-mananase + muramidase (P=0,047). O ga-
nho de peso foi superior nos animais que consumiram a dieta controle (P=0,002). A

conversao alimentar foi melhor nos animais que consumiram a dieta controle e a dieta
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contendo muramidase isolada, enquanto aqueles alimentados com B-mananase iso-
lada apresentaram pior converséao alimentar (P=0,044). Em relagdo a composigéo cor-
poral, as aves tratadas com muramidase isolada tiveram menor porcentagem de gor-
dura na carcaga (P=0,045). Ainclusao de B-mananase e muramidase de forma isolada
na dieta resultou em reducdo do pH da cama aos 39 dias de idade (P=0,001). A mu-
ramidase melhora a conversao alimentar, reduz a gordura corporal e eleva a digesti-
bilidade da matéria organica e energia. O uso das enzimas mantém o desempenho
zootécnico nas fases inicial e final, assim como o rendimento de carcacga e cortes em

niveis comparaveis aos da dieta controle.

Palavras-chave: Aditivos. Avicultura. Eficiéncia. Sustentabilidade.
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1.  INTRODUCAO

A industria avicola tem direcionado seus esforcos para otimizar a eficiéncia
produtiva, enquanto busca integrar praticas sustentaveis alinhadas as demandas do
mercado consumidor. A utilizacdo de enzimas na nutricdo animal normalmente apre-
senta beneficios além dos possiveis resultados associados a melhora nos indices zo-
otécnicos (Moura et al., 2019). Ao melhorar o aproveitamento dos nutrientes presentes
nos alimentos, pode contribuir de forma efetiva para aumentar a eficiéncia produtiva
dos animais e reduzir o impacto ambiental ao diminuir a excregao de nutrientes poten-
cialmente poluentes para o ambiente, em particular nitrogénio e fésforo (Machado et
al., 2010).

A B-mananase é uma enzima exogena que hidrolisa B-mananos, polissacari-
deos ndo amilaceos soluveis compostos por unidades repetidas de -1-4 manose, 1-
6 galactose e glicose associada a uma estrutura de B-mananos, presentes nas pare-
des celulares de plantas como a soja, amplamente utilizada na dieta de frangos de
corte. Esses animais carecem de enzimas enddgenas capazes de degradar esses
compostos, o que leva a perdas de energia e proteinas, visto que esses carboidratos
complexos se ligam as proteinas das paredes celulares das plantas. Além disso, de-
vido a presenca de manose, principal agucar presente nos 3-mananos, na superficie
de microrganismos patogénicos, como fungos, bactérias e virus, sua ingestao pode
induzir um falso sinal sobre a presencga de patégenos, ativando uma resposta imune
desnecessaria. A hidrélise dos B-mananos pela 3-mananase gera fragbes menores
que, além de potencialmente fornecer energia adicional e evitar a liberagao de citoci-
nas pro inflamatdrias, ainda diminui a viscosidade do conteudo intestinal, melhorando
a digestibilidade dos nutrientes (Lee et al., 2003; Hsiao et al., 2006; Mehri et al., 2010;
Kong et al., 2011; Mussini et al., 2011; Poulsen et al., 2022; Sacakli et al., 2024).

A muramidase € uma enzima produzida por diversos organismos que catalisa
a degradacgao de peptidoglicanos, fragmentos bacterianos néo vivos, resultando na
formacgao de muramil dipeptideo (MDP), um metabdlito bioativo com potencial de ati-
var os receptores intracelulares NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain-
containing protein 2) nas células epiteliais intestinais, essa ativacdo desencadeia uma
cascata de sinalizacdo que resulta na produgao de citocinas anti-inflamatérias que
promovem uma resposta imunolégica regulada e a manutengao da homeostase intes-

tinal. Embora o mecanismo exato ainda n&o seja compreendido, essas a¢des podem
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melhorar a digestibilidade dos nutrientes e, consequentemente, o desempenho dos
frangos de corte ao minimizar a interferéncia dos peptidoglicanos na absorgéo de nu-
trientes (Girardin et al., 2003; Strober et al., 2006; Wang et al., 2021; Goes et al., 2022).

Até o momento, ndo foram encontrados estudos na literatura que investiguem
o potencial da B-mananase e da muramidase quando adicionadas de forma conjunta
na dieta de frangos de corte. Posto isso, a hipotese deste estudo € que a inclusédo de
B-mananase e muramidase, isoladas ou em combinagao, na dieta de frangos de corte
melhore o desempenho zootécnico e a digestibilidade dos nutrientes, além de contri-
buir para a melhoria dos parametros de qualidade da cama.

O presente estudo visou avaliar os efeitos individuais da -mananase e da
muramidase na dieta de frangos de corte, bem como investigar quais os efeitos des-
sas enzimas quando combinadas sobre o desempenho zootécnico, rendimento de

carcaca, digestibilidade de nutrientes e parametros de qualidade de cama.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias Agrarias, Cu-
ritiba (PR), sob o protocolo numero 006/2023.

2.1.1 Animais e local dos experimentos

Foram utilizados 900 frangos de corte machos (Ross 308 AP95/TM4; BRF S.A,
Castro, PR, Brazil) previamente vacinados contra a doenga de Marek, de 1 a 42 dias
de idade, alojados em galp&o de pressao negativa, em boxes experimentais de 1,65
m de comprimento e 1,25 m de largura, contendo cama de maravalha de pinus nova
com espessura de 8 cm equipados com comedouro tubular e bebedouro tipo nipple.
O aquecimento foi realizado por meio de forno automatico (pelete) e foram utilizados
termOmetros para verificar a temperatura maxima e minima em diferentes pontos do
galpao.
Durante o periodo experimental os animais receberam agua e ragao ad libitum
e o controle de iluminagdo seguiu a recomendagao do manual da linhagem, assim
como a temperatura ambiente e controle de ventilagao, realizada por meio de exaus-

tores. Atemperatura do galpao e a mortalidade das aves foram verificadas diariamente.
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2.2 DELINEAMENTOS E DIETAS EXPERIMENTAIS

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado com 4 tra-
tamentos e 9 repeticdes com 25 animais cada. As dietas, feitas a base de milho e
farelo de soja (Tabela 1), foram fornecidas na forma farelada. A adicao das enzimas
foi realizada durante a pré mistura dos microingredientes. A atividade enzimatica da
muramidase é expressa em LSU (Unidades de substrato de lisozima), unidade que
quantifica a capacidade da enzima de aumentar a fluorescéncia de peptidoglicano
marcado, refletindo sua eficacia na degradacdo de componentes da parede celular
bacteriana. Ja a atividade da p-mananase é medida em AMNU (Acidic Mannanase
Novozymes Units), que avalia a capacidade da enzima de hidrolisar galactomanano,
liberando carboidratos redutores que séo detectados espectrofotometricamente (Lam-
bré et al., 2022). A enzima liquida B-mananase foi diluida em agua e misturada a racao
apds uma pré mistura para melhor homogeneizagédo da enzima.

Os tratamentos consistiram em: controle; B-mananase, com adicdo 500
AMNU da enzima por quilograma de ragao; muramidase, com adi¢ado 35.000 LSU da
enzima por quilograma da ragéo; e a combinagao das duas (MAN+MUR), com a in-
clusdo 250 AMNU de B-mananase e 35.000 LSU de muramidase por quilo de ragao.
As doses enzimaticas foram determinadas com base nas recomendacdes do fabri-
cante, e todas as dietas suplementadas com enzimas apresentaram uma reducao de

100 kcal em relacéo a dieta controle.
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Tabela 1. Ingredientes e composigdo quimica na matéria natural das dietas experi-

mentais.
Pré-Inicial Inicial Crescimento Final

Sem Com’ Sem Com’ Sem Com’ Sem Com’
Ingredientes (%) enzima enzima enzima enzima Enzima  enzima enzima enzima
Milho 57,09 56,73 60,95 60,84 65,59 65,64 68,78 68,83
Farelo de soja 37,90 37,90 34,30 34,30 29,50 29,50 26,30 26,30
Oleo de soja 1,45 0,46 1,57 0,48 2,10 0,95 2,40 1,25
Fosfato bicalcico 0,98 0,98 0,75 0,75 0,56 0,56 0,47 0,47
Calcario 1,10 1,10 1,05 1,05 0,84 0,84 0,82 0,82
Sal comum 0,26 0,26 0,25 0,25 0,28 0,28 0,27 0,27
Bicarbonato sddio 0,15 0,15 0,13 0,13 0,11 0,11 0,10 0,10
DL-metionina 0,37 0,37 0,32 0,32 0,30 0,30 0,24 0,24
Lisina HCI 99% 0,23 0,23 0,21 0,21 0,24 0,24 0,19 0,19
Treonina 99% 0,10 0,10 0,10 0,10 0,11 0,11 0,07 0,07
Valina 99% 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00
Fitase? 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Celite® 0,00 1,35 0,00 1,20 0,00 1,10 0,00 1,10
Premix vit-min* 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35 0,35
Total 100 100 100 100 100 100 100 100
Composigao quimica calculada (%)
EM (Kcal/kg) 2.990 2.890 3.040 2.940 3.130 3.030 3.180 3.080
Proteina Bruta 22,60 22,60 21,20 21,20 19,34 19,34 18,00 18,00
Lisina dig. 1,30 1,30 1,20 1,20 1,10 1,10 0,98 0,98
Metionina dig. 0,66 0,66 0,60 0,60 0,56 0,56 0,49 0,49
Treonina dig. 0,85 0,85 0,79 0,79 0,74 0,74 0,66 0,66
Triptofano dig. 0,25 0,25 0,23 0,23 0,20 0,20 0,19 0,19
Calcio 0,99 0,99 0,90 0,90 0,76 0,76 0,72 0,72
Fosforo disponivel 0,50 0,50 0,45 0,45 0,40 0,40 0,38 0,38
Sadio 0,20 0,20 0,19 0,19 0,19 0,19 0,18 0,18

500 AMNU/kg de B-mananase; 35.000 LSU/kg de muramidase; 250 AMNU/kg de B-mananase +
35.000 LSU/kg de muramidase

2RONOZYME® HiPhos (GT)

3Celite® 400: Marcador insoluvel (Celite, Celite Corp., Lompoc, CA)

4Premix vitaminico e mineral: Vitamina A, 10.800 IU; vitamina D3, 3.000 IU; vitamina E, 240 |U; vitamina
K3, 3,0 mg; vitamina B1, 1,8 mg; vitamina B2, 7,2 mg; vitamina B6, 3.6 mg; vitamina B12, 14.4 mcg;
acido pantoténico,

14,4 mg; niacina, 30 mg; acido félico, 0,96 mg; biotina, 0,07 mg; selénio 0,30 mg, Cu, 10 mg; Fe, 50
mg; Mn, 80 mg; Co, 1,0 mg; I, 1,0 mg; Zn, 50 mg.

2.3 VARIAVEIS ANALISADAS

2.3.1 Desempenho zootécnico

Os animais foram pesados no momento do alojamento e aos 7, 21, 35 e 41
dias de idade para avaliar ganho de peso. Além disso, para determinar o consumo e
a conversao alimentar a racao fornecida e as sobras foram pesadas. Aos 42 dias de
idade, duas aves por repeticdo com peso vivo semelhante a média da repeticao + 5%
foram eutanasiadas para realizagdo do rendimento de carcacga, peito, coxa + sobre-

coxa e porcentagem de gordura abdominal. Apds a realizagao do processo de abate,
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remogao das penas, cabeca e visceras, assim como a separagao da gordura, as car-
cacgas foram lavadas e resfriadas em Chiller durante 60 minutos a 2°C. Apds a drena-
gem completa da agua das carcacgas, estas foram pesadas e os cortes especificos
foram realizados (peito com pele e 0sso, coxa + sobrecoxa) e, com a gordura abdo-
minal, foram pesados. Pela relagdo entre o peso vivo de cada ave e o0 peso de sua
carcaca, foi determinado o rendimento de carcaca, e pela relacao entre o peso da
carcaca e os cortes foram determinados os rendimentos de peito, coxas + sobrecoxas

e porcentagem de gordura abdominal.

2.3.2 Digestibilidade ileal

Aos 41 dias de idade trés aves por repeticao foram eutanasiadas para coleta
do conteudo ileal. A porgéo do ileo para coleta da digesta ileal foi definida em 4 cm do
diverticulo da gema e 4 cm da juncéo ileo-cecolica. Apds a coleta, o material foi acon-
dicionado em recipientes plasticos estéreis e previamente identificados e, em seguida,
congelado a -18°C. Posteriormente, as amostras de conteudo ileal foram liofilizadas
(Christ Alpha 1-4 LD plus, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Alemanha)
até uma presséo de vacuo de 7x10-2 mbar e, assim como as dietas experimentais,
foram moidas a 1 mm e analisadas para determinacédo dos teores de matéria seca
(MS) em estufa a 105 °C, matéria mineral (MM, método 942.05), proteina (PB, método
954.01), extrato etéreo (EE, método 920.39) de acordo com a Association of the Offi-
cial Analytical Chemists (AOAC, 1995) e determinagéo de energia bruta (EB) mensu-
rada com bomba calorimétrica (IKA C2000 Basic, IKA-Werke, Staufen, Germany). A
matéria organica (MO) foi calculada utilizando a formula: MO (%) = 100 — Matéria
Mineral (%).

A cinza insoluvel em &acido (CIA) foi utilizado como marcador indigestivel e
analisado pelo método descrito por Van Keulen e Young (1977). A raz&o entre CIA da
dieta e CIA do conteudo ileal foi utilizada com o fator de indigestibilidade (FI) para os
calculos de digestibilidade de nutrientes. Com base nos resultados laboratoriais, foram
calculados os coeficientes de digestibilidade ileal aparente (CDIA) da MO, PB, EE e
energia de acordo com a equagao: CDIA = (Frag&o do nutriente da Dieta - (Fragédo do
nutriente no conteudo ileal*Fl) / (Fragao na dieta)*100.



44

2.3.3 Qualidade de cama

No inicio do experimento cada unidade experimental (box) foi forrada com
lona de polietileno (com espessura de 150 micras) previamente pesada, a qual reves-
tiu completamente o interior do compartimento, junto a maravalha nova.

Para determinagéo da qualidade da cama foram realizadas pesagens de todo
volume de maravalha de cada box no inicio e no final do periodo experimental (41
dias), sendo coletadas amostras representativas para analises dos teores de MS, ni-
trogénio (N) e fésforo (P) segundo Bataglia et al. (1983). No dia 41 do experimento
todo conteudo presente no box foi pesado para obter a quantidade real de cama e
residuos produzidos no decorrer do periodo experimental. O coeficiente de residuo
(Cr) foi obtido por meio da relacéo entre a quantidade de cama gerada (C) e o peso
vivo dos frangos produzidos no sistema (Cr = kg de cama de frango (C)/kg de peso
vivo das aves), conforme adaptado de Risser (1985) e Strehler e Sutzle (1987).

Aos dias 18 e 39 de idade das aves, foram realizadas medicdes de pH em
cinco pontos de amostragem selecionados em cada box para garantir representativi-
dade da cama, evitando-se as areas proximas e embaixo do comedouro e do bebe-
douro. As amostras coletadas foram homogeneizadas e uma porg¢ao de 15g de cada
foram diluidas em 125ml de agua deionizada em um béquer com capacidade para
300ml. Apds 5 minutos de agitacao que precedeu um periodo de repouso de 30 minu-
tos, o pH foi mensurado utilizando um pHmetro de bancada (mPA-210, MS Tecnopon
Equipamentos Especiais LTDA, Piracicaba, SP, Brasil), conforme metodologia adap-
tada de Oliveira (2003). A temperatura da cama foi aferida com termémetro laser digi-
tal (GM320, W03030) aos 39 dias de experimento a uma altura de 15 cm da superficie

da cama, no centro do box.

2.4  ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste Anderson-Darling de nor-

malidade dos dados e a posterior analise de variancia (ANOVA) utilizando o procedi-
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mento General Linear Model (GLM) do programa estatistico Minitab Statistical Sof-
tware 18 e quando significativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de significancia.

3. RESULTADOS

Os tratamentos nao diferiram significativamente para o coeficiente de digesti-
bilidade da proteina bruta (P=0,188; Tabela 2). No entanto, os animais alimentados
com dietas contendo muramidase apresentaram maiores coeficientes de digestibili-
dade da matéria organica e da energia (P<0,001). O tratamento com 3-mananase su-
perou a combinacao das duas enzimas em termos de digestibilidade da matéria orga-
nica, enquanto os tratamentos com -mananase e a combinagao apresentaram resul-
tados equivalentes para a digestibilidade de energia. O grupo controle exibiu os me-

nores coeficientes para ambos os parametros.

Tabela 2. Efeito da inclusdo de 3-mananase e muramidase, combinadas ou néo, sobre
os coeficientes de digestibilidade ileal aparente (CDIA) da matéria organica (MO),
proteina bruta (PB) e energia de frangos de corte de 1 a 42 dias de idade.

CDIA MO PB Energia
Controle 70,23d 79,67 67,44c
B-Mananase’ 76,19b 80,39 73,06b
Muramidase? 80,57a 80,73 77,09a
Man+Mur? 75,29¢c 80,86 72,66b
EPM 0,636 0,212 0,593

P-valor <0,001 0,188 <0,001

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (Tukey, p <0, 05).
500 AMNU/kg de B-mananase

235.000 LSU/kg de muramidase

3250 AMNU/kg de B-mananase + 35.000 LSU/kg de muramidase

N&o houve efeito dos tratamentos sobre as variaveis ganho de peso, consumo
de ragéo e conversao alimentar nos frangos de corte no periodode 0 a7 ede 0 a 42
dias de idade (P>0,05, Tabela 3). Contudo, no periodo de 0 a 21 dias, as aves alimen-
tadas com a dieta controle apresentaram maior consumo comparado ao tratamento
combinado de B-mananase + muramidase (P<0,05). O grupo que ingeriu a dieta con-
trole apresentou o maior ganho de peso, enquanto os grupos tratados com (3-mana-
nase e com as enzimas combinadas tiveram menores ganhos. A conversao alimentar

foi melhor para o grupo que ingeriu a dieta controle e o grupo que consumiu a dieta
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contendo muramidase, enquanto aqueles que ingeriram a dieta contendo 3-mananase

isolada apresentaram piora na conversao alimentar.

Tabela 3. Efeito da inclusdo de -mananase e muramidase, combinadas ou ndo, no
desempenho de frangos de corte de 1 a 42 dias de idade.

0-7 DIAS 0-21 DIAS 0-42 DIAS

Tratamentos CR GP CA CR GP CA CR GP CA

Controle 146 116 1,261 1207a 924a 1,305b 4987 3216 1,551
B-Mananase’ 150 115 1,307 1190ab  888b 1,340a 4996 3196 1,563
Muramidase? 142 117 1,213 1189ab 911ab 1,305b 5006 3249 1,542
Man+Mur? 144 113 1,279 1179 896b 1,328ab 5022 3256 1,544
EPM 1,310 0,840 0,015 3,560 3,840 0,005 18,500 19,000 0,006
P-valor 0,176 0,338 0,146 0,047 0,002 0,044 0,926 0,675 0,559

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (Tukey, p <0, 05).
GP: Ganho de peso (g)

CR: Consumo de ragéao (g)

CA: Conversao alimentar (g)

500 AMNU/kg de B-mananase

235.000 LSU/kg de muramidase

3250 AMNU/kg de B-mananase + 35.000 LSU/kg de muramidase

A suplementacgéo de enzimas nao afetou significativamente o rendimento de
carcaga, peito e coxa/sobrecoxa (P>0,05), ou seja, inclusdo de 3-mananase e mura-
midase, isoladas ou combinadas, foi eficaz em compensar a diferenga de 100 kcal a
menos, mantendo o desempenho no rendimento de carcaga, peito e coxa/sobrecoxa
semelhante ao controle. No entanto, aves alimentadas com a dieta controle e com a
dieta contendo as enzimas combinadas apresentaram maior porcentagem de gordura,
enquanto aquelas alimentadas com muramidase de forma isolada apresentaram me-

nor porcentagem de gordura na carcaga (P=0,045, Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito da inclusdo de -mananase e muramidase, combinadas ou ndo, no
rendimento de carcaca, peito, coxa e sobrecoxa e gordura de frangos de corte de 1 a
42 dias de idade.

Tratamentos Carcaga(%) Peito(%) Coxa/Sobrecoxa(%) Gordura(%)
Controle 80,26 31,87 22,38 1,21a
B-Mananase’ 79,93 31,5 22,78 1,12ab
Muramidase? 80,54 31,89 22,51 0,88b
Man+Mur? 80,72 31,71 22,77 1,18a
EPM 0,218 0,378 0,172 0,046
P-valor 0,167 0,984 0,816 0,045

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (Tukey, p <0, 05).
1500 AMNU/kg de B-mananase
235.000 LSU/kg de muramidase
3250 AMNU/kg de B-mananase + 35.000 LSU/kg de muramidase
Nao houve diferenca no pH avaliado aos 18 dias (pH 18) entre os tratamentos
(P>0,05, Figura 1). Aos 39 dias (pH 39), a adi¢gao das enzimas de forma isolada levou

a um pH significativamente menor (P<0,05), em comparacgéo ao tratamento controle.
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CONTROLE MANANASE MURAMIDASE MAN+MUR

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si (Tukey, p < 0, 05)
MANANASE: 500 AMNU/kg MURAMIDASE: 35.000 LSU/kg MAN+MUR: 250

mpH18 pH39 m Série 3

Figura 1 — Avaliacdo do pH da cama aos 18 (pH18) e 39 dias (pH39).

Entretanto, outras variaveis de qualidade da cama, como temperatura, con-
centracao de nitrogénio e fosforo e coeficiente de residuo nao foram afetadas (P>0,05,
Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito da inclusdo de 3-mananase e muramidase, combinadas ou n&o, sobre
a concentracdo de nitrogénio (N) e fésforo (P), coeficiente de residuo (Cr) e
temperatura da cama.

Tratamentos N (g/kg) P (g/kg) Cr Temperatura (°C)
Controle 0,199 0,409 0,550 30,44
B-Mananase’ 0,225 0,393 0,565 31,05
Muramidase? 0,206 0,332 0,546 28,94
Man+Mur? 0,207 0,362 0,548 29,98
EPM 0,006 0,011 0,004 0,354
P-valor 0,476 0,074 0,370 0,195

Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem entre si (Tukey, p < 0, 05).
500 AMNU/kg de B-mananase

235.000 LSU/kg de muramidase

3250 AMNU/kg de B-mananase + 35.000 LSU/kg de muramidase

4. DISCUSSAO

A auséncia de efeito significativo dos tratamentos sobre o desempenho du-
rante a fase inicial sugere que a suplementagao enzimatica pode atenuar os efeitos
de dietas com menor densidade energética, resultando em desempenho semelhante
ao grupo controle. Além disso, esse resultado pode ser atribuido a imaturidade do
trato gastrintestinal desses animais, o que significa que a presencga de substratos ide-
ais para a acao da muramidase, PGNs das células bacterianas mortas, pode ser limi-
tada nos primeiros dias de vida. A medida que o trato gastrointestinal amadurece,
geralmente apds as primeiras duas semanas de vida, a microbiota € mais estavel e
as enzimas exogenas tém maior potencial de atuagéo, o que explica o surgimento de
efeitos significativos sobre o desempenho das aves no periodo subsequente (Maiorka
et al., 2006).

O maior consumo aos 21 dias dos animais que receberam a dieta controle em
relacdo a aqueles que receberam a dieta contendo as enzimas combinadas indica que
a combinacdo de enzimas ajudou a compensar as 100 kcal a menos, reduzindo a
necessidade de ingestdo de ragao. Adicionalmente, deve-se considerar que a dieta
controle apresentava maior teor de 6leo, o que contribui para sua maior palatabilidade.
O maior ganho de peso observado no grupo controle provavelmente ocorreu devido a
maior ingestdo aliado ao maior aporte caldrico da dieta. A falta de significancia no CR,
GP E CA aos 42 dias sugere que as enzimas conseguiram, ao longo do tempo, com-

pensar o déficit caldrico.
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A redugdo na porcentagem de gordura nas aves alimentadas com murami-
dase isolada pode ser atribuida ao melhor aproveitamento dos nutrientes, refletido
também na melhora da CA aos 21 dias. Visto que, a maior porcentagem de gordura
foi observada nas aves alimentadas com -mananase, que apresentaram pior CA no
mesmo periodo e nas aves que ingeriram a dieta controle, que possuia maior aporte
caldrico. Além disso, o melhor aproveitamento de nutrientes refletido na menor por-
centagem de gordura esta alinhado com os resultados de digestibilidade, visto que, o
grupo que ingeriu muramidase isolada apresentou maior digestibilidade da MO e da
energia, provavelmente devido a capacidade da enzima de degradar PGNs que cau-
sam prejuizos diretos a digestdo e absorcado de nutrientes. Os resultados obtidos
neste estudo corroboram os achados de Pérez-Calvo et al. (2023), que relataram au-
mento significativo na digestibilidade de nutrientes com a adicdo de muramidase. Esse
efeito positivo também foi observado nos trabalhos de Goes et al. (2022), que de-
monstraram melhorias na CA das aves durante todo o periodo experimental e na
digestibilidade da MS, gordura e cinzas quando alimentadas com 35.000 LSU (F)/kg
da enzima, em outro experimento, a mesma dose de muramidase também promoveu
aumento no ganho de peso e melhora da conversao alimentar de frangos submetidos
a desafio intestinal, evidenciando a eficacia da muramidase na melhoria do desempe-
nho zootécnico mesmo em condi¢des adversas. Esses achados reforgam o potencial
da muramidase como uma ferramenta eficaz para melhorar a digestibilidade dos nu-
trientes e reduzir a deposicéo de gordura corporal nas aves. Os animais que ingeriram
a B-mananase de forma isolada apresentaram maior digestibilidade de matéria orga-
nica do que aqueles que receberam a combinacao das enzimas, possivelmente devido
a interacdes negativas entre elas, que reduzem a eficiéncia individual. E importante
salientar que, por recomendacdes do fabricante, a dose de B-mananase foi reduzida
pela metade quando administrada em combinagdo com a muramidase, o que pode ter
comprometido a degradacgao eficiente dos substratos. Além disso, a combinagédo nao
apresentou efeito sinérgico para digestibilidade de energia, isso indica que ajustes nas
propor¢des das enzimas sao necessarios para maximizar os beneficios nutricionais.

O menor pH da cama dos animais que consumiram as dietas contendo as
enzimas -mananase e muramidase mostra o potencial das enzimas quando separa-
das de reduzir a excrecao de residuos que podem elevar o pH da cama. Entretanto,

essa redugao ocorreu sem alterar o coeficiente de residuo, ou seja, sem alterar a
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quantidade total de material residual. Outras variaveis como qualidade da cama, tem-
peratura, concentragao de nitrogénio e fésforo também nao foram afetadas. Entretanto,
os resultados indicam uma tendéncia de menor excregao de fésforo (P) pelas aves
que consumiram dietas contendo muramidase em comparagao com aquelas alimen-
tadas com a dieta controle. Embora o valor de P obtido ndo tenha sido estatisticamente
significativo (p = 0,074), essa tendéncia sugere que a inclusdo de muramidase pode
influenciar positivamente a utilizagao do fésforo nas dietas. Esses achados estao em
consonancia com os resultados de Goodarzi Boroojeni et al. (2019) que observaram
uma melhoria linear na digestibilidade aparente de fosforo em grupos suplementados
com muramidase, sugerindo que a enzima pode atuar sinergicamente com fitases
para melhorar a disponibilidade de fésforo. Assim, a tendéncia observada neste es-
tudo reforca a possibilidade de que a muramidase, ao degradar PGNs, pode melhorar
a digestibilidade de fosforo, levando a uma menor excregao do nutriente. Isso pode
implicar tanto na eficiéncia nutricional quanto no impacto ambiental da produgao de
aves.

2,

5. CONCLUSAO

A inclusdo de muramidase isolada na dieta melhora a conversao alimentar, reduz a
gordura e aumenta a digestibilidade da matéria organica e da energia mesmo com um
déficit de 100 kcal em relagao a dieta controle. As enzimas, tanto de forma isolada
guanto combinadas, mostram alta eficacia na manutencao do desempenho zootécnico
nas fases inicial e final do ciclo de producao, preservando o rendimento de carcacga e
cortes em niveis equivalentes aos da dieta controle. Além disso, a utilizacdo das
enzimas contribui para parametros de sustentabilidade, incluindo a melhora da
conversao alimentar, a redugao do pH da cama e uma tendéncia a menor excregcao
de fosforo. Esses resultados destacam o potencial das enzimas B-mananase e
muramidase como ferramentas eficientes para otimizar o desempenho produtivo,
melhorar a funcionalidade intestinal e promover praticas nutricionais mais sustentaveis

na avicultura.
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIEICADO

Certificamos gque o protocolo nimere 0062023, referente ao projeto de pesquisa “Avaliagio do efeito de
enzimas dietéticas e nivel de inclusio no desempenho zootécnico de franges de corte™, sob a
responsabilidade de Alex Malorka — que eavolve a produgio, manutengio elou utilizagio de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino —
encontra-se de acordo com os preceitos da Led o™ 11.79%4, de 8 de Outibro de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15
de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pele Conselho Macional de Controle da Experimentaciio Anirmsal
(CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE
CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAMA - BRASIL, com grau 2 de
invasividade, em 05042023,

| Vigineia do peojeto Abril 2023 até Jumnlso/ 2023
Espécie/Linhagem Crallus garllus domesiicus (ave)
MNimero de animais 2500
Peso/ldade 45g/1 dia
Sexo Macho
Cirigermn Incubatdrio comercial de Castro, Parand, Brasil

*A mmorzacho parn inicio da aula se wma valida o partir da datn de emissie desie cembBeado.

CERTIFICATE

We cenify that the protocol number 0062023, regarding the rescarch program “Evaluation of the effect of
dietary enzymes and inclusion level on the zostechnical performance of broilers” under Alex Malorka —
which imcludes the production, maintenance andior utilization of animals from Chordata phylum, Verncbrata
subphylum (except Humans), for scientific or teaching purposes — is in accordance with the precepts of Law n"
11.794, of 8 October 2008, of Decree n® 6,899, of 15 July 2009, and with the edited mles from Conselbo
Wacional de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), and it was approved by the AMIMAL USE
ETHICS COMMITTEE OF THE AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARAMA (Federal University of Parand, Brazil), with degree 2 of invasiveness, on 2023, April
Sth.

Purpose Rescarch

Walidity 2023 April wntil 2023 June

SpecieLine {Fallns galles domesnicus (pouliry)

Mumber of animals 2E00

Weight'Age 0090k day old

Sex Mlale

Origin Commercial Hatehery in Castro, Parand, Brazil

*The authonzanon 1o stan the research beconses valid from the date of Esue of this cemificae.

Curitiba, 03 de Abril de 2023

Do menng saurodo digraimente
m MASTY ZOPOLLATTO
g Dt 13,04 3000 1 3e 112000
Yot g BT ) fanlidnn i gaw i
Maity Zopollatto
Vine:cnnrdtnadora
Comissio de Etica no Uso de Animais
Al - UFPR

Comissfio de Fiica no Uso de Animais do Seior de Cidncias Agririas - UFFR
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