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RESUMO

PIZZOLANTE, Carla Cachoni. Estabilidade da fitase e sua utilizagdo na
alimentagdo de frangos de corte. Lavras: UFLA, 2000. 117p. (Tese -
Doutorado em Zootecnia)'.

Objetivou-se avaliar o efeito de formas e condigdes de armazenamento
sobre a atividade enzimatica da fitase € a biodisponibilidade de calcio € fosforo
em dietas para frangos de corte. O trabalho foi realizado em duas etapas. A
primeira etapa, feita no laboratério, mediu a atividade da enzima fitase ao longo
do periodo de armazenamento. Nesta etapa, foram realizados 2 experimentos:
Experimento 1, constituido de 5 tratamentos (fitase pura armazenada a 0 °C; 4 °C
¢ temperatura ambientc e misturada a suplemento vitaminico e mineral,
armazenado 4 temperatura ambiente), em DIC e esquema de parcela subdividida.
As atividades foram avaliadas a cada 14 dias, durante 112 dias de
armazenamento, verificando-se que o armazenamento da fitase na forma pura, a 0
°C, foi superior aos demais tratamentos. Experimento 2, constituido de 4
tratamentos (fitase misturada a ragdo diretamente, diretamente ¢ apés peletizada,
via suplemento mineral e via suplemento vitaminico), sendo todos os tratamentos
armazenados & temperatura ambiente, em DIC e esquema de parcela subdividida.
As atividades foram avaliadas a cada 7 dias, durante 56 dias de armazenamento,
veﬁﬁcando-sequeoannazenameModaﬁtasenﬁWmdaéracﬁoviasuplemento
vitaminico ¢ diretamente com a ragio posteriormente peletizada provocaram
queda na atividade da fitase, quando comparados aos demais tratamentos. Na
segunda etapa, avaliou-se o efeito da fitase sobre a biodisponibilidade do calcio e
do fosforo fitico, sendo realizados 2 experimentos (3 e 4); em ambos
experimentos foram utilizados 576 pintos de linhagem para corte, alojados em um
conjunto de baterias quentes, recebendo dietas praticas 4 base de milho ¢ farelo de
soja (basal), durante 21 dias. Ao final de 27 dias de idade, 96 aves foram abatidas
para avaliagdo dos conteidos de minerais (Ca ¢ P) nas tibias e fosforo
plasmiético. As excretas foram coletadas de 22 a 27 dias de idade das aves.
Experimento 3: Foi utilizado um DIC com os tratamentos em arranjo fatorial 2 x
3 x 2 + 4, sendo, dois niveis de fosforo total (0,35 € 0,45%), trés niveis de fitase
(500, 750 e 1000 FTU) e quatro tratamentos adicionais com niveis de 0,35 ¢
0,45% de fosforo disponivel para cada sexo, com 3 repetiges por tratamento.
Houve interagdo significativa entre niveis de fosforo e fitase (P<0,05) para ganho

! Comité orientador: Antonio Soares Teixeira — UFLA (Orientador); Custédio Donizete
dos Santos — UFLA; Antonio Gilberto Bertechini— UFLA,; Rilke Tadeu Fonseca de
Freitas - UFLA.



de peso, consumo de ragio e conversio alimentar. A fitase nio indicou diferengas
significativas quando o nivel 0,45% foi utilizado, entretanto, no nivel 0,35%,
conforme a fitase foi suplementada, o ganho de peso, consumo de ragdo e
conversdo alimentar foram melhorados, principalmente com 1000 FTU/kg, em
ambos sexos. Os machos apresentaram maior ganho de peso. O consumo de
ragdo e a conversio alimentar foram iguais aos das fémeas. O contraste 0,45%
ndo afetou o desempenho de machos e fémeas, 0 mesmo nio ocorrendo com nivel
0,35%, em que o fosforo disponivel foi superior, em ambos os sexos. Os maiores
teores de cinzas, fosforo e cilcio nas tibias, e fosforo plasmatico, foram obtidos
com os niveis 750 e 1000 FTU/kg de fitase e 0,45% de fosforo total. Os machos
apresentaram maiores teores de cinzas nas tibias. O nivel 0,45% de fosforo
diponivel apresentou os maiores valores de cinzas, cilcio e fosforo nas tibias e de
fésforo no plasma. As menores excregdes de fosforo ocorreram nos niveis 0,35%
de fésforo total e 1000 FTU/kg de fitase. Os menores teores de cinzas e calcio nas
excretas foram obtidos com 0,35% ¢ 1000 FTU/kg de fitase. As fémeas
excretaram menores quantidades de cinzas, célcio ¢ fosforo que os machos.
Experimento 4: foi utilizado um DIC com os tratamentos em arranjo fatorial 3 x
4 x 2, sendo trés niveis de fitase (0, 500 e 1000 FTU), quatro niveis de calcio
0,7, 0,8, 0,9 € 1,0%), com 4 repeticdes por tratamento. O desempenho nio foi
afetado pelos tratamentos utilizados, sendo os machos superiores as fémeas em
ganho de peso, consumo e conversio alimentar. Os teores de cinzas nas tibias nio
foram afetados pelos niveis de fitase, mas conforme elevou-se os niveis de calcio,
os teores de cinzas se elevaram. Os teores de calcio e fosforo nas tibias se
elevaram com a suplementagio de 500 e 1000 FTU/kg de fitase e com os niveis
de calcio. A utilizagdo de fitase ndo diminuiu a excregio de cinzas, calcio e
fosforo.



ABSTRACT

PIZZOLANTE, Carla Cachoni. Stability of phytase and its utilization in the
feeding of broiler chickens. Lavras - MG: UFLA, 2000. 117p. (Thesis -
Doctorate in Animal Science).’

This work was designed to evaluate the effect of storage forms and
conditions upon the enzyme activity of phytase and bioavaibility of calcium and
phosphorus in broiler diets. The work was accomplished in two steps. The first
step, made in the laboratory measured the activity of the phytase enzyme along
the storage period. In this step, two experiments were performed: Experiment 1,
constituted of 5 treatments (pure phytase stored at 0 °C, 4 °C and environmental
temperature and mixed to vitamin and mineral supplement, stored at
environmental temperature) in CRD and split plot scheme. The activities were
evaluated every 14 days for 112 days of storage, being verified that the phytase
storage in the pure form at 0 C was superior to the other treatments. Experiment
2, made up of 4 treatments (phytase mixed to the ration directly, directly and
afterwards pelleted, via mineral supplement and via vitamin supplement), all the
treatments being stored at environmental temperature, in CRD and split plot
scheme. The activities were evaluated every 7 days for 56 days' storage, being
verified that the storage of the phytase mixed to the ration via vitamin
supplement and directly with the ration pelleted later, provoked a fall in phytase
activity when compared with the other treatments. In the second step, the effect
of phytase on the bioavaibility of calcium and phytic phosphorus was evaluated,
2 experiments being accomplished (3 and 4,) ;in both experiments were utilized
576 broiler line chicks, housed in an array of heated batteries, receiving practical
diets on the basis of corn and soybean meal (basal) for 21 days. At the end of 27
days of age, 96 birds were slaughtered for evaluation of the mineral contents (Ca
and P) in the tibias and plasma phosphorus. The excretae were collected from 22
to 27 days of age of the birds. Experiment 3: A CRD with the treatments in 2 x 3
x 2 +4 factorial arrangement was utilized ,namely, two levels of total phosphorus
(0.35 and 0 45% of total phosphorus), three levels of phytase (500, 750 and
1,000 FTU) and four additional treatments with levels of 0.35 and 0.45 % of
available phosphorus for each sex, with three replicates per treatment. There was
significant interaction among levels of phosphorus and phytase (P< 0.05) for

'Guidance Committee Antdnio Soares Teixeira - UFLA (Adviser); Custédio Donizete
dos Santos — UFLA; Anténio Gilberto Bertechini- UFLA; Rilke Tadeu Fonseca de
Freitas - UFLA.



weight gain, ration consumption and feed conversion. Phytase did not indicate
significant differences when the level 0.45% was utilized, nevertheless, at the
level 0.35% as phytase was supplemented, weight gain, ration consumption and
feed conversion were improved, chiefly with 1,000 FTU/Kg, in both sexes The
males presented greater weight gain. The ration consumption and feed conversion
were equal to those of females. The contrast 0.45% did not affect the performance
of males and females, the same not occurring with the level 0.35 %,at which the
available phosphorus was superior in both the sexes. The highest contents of
ashes, phosphorus and calcium in the tibias and plasma phosphorus.were
obtained with the levels of 750 and 1,000 FTU/ Kg of phytase and 0.45% of
total phosphorus. The males presented higher contents of ashes in the tibias. The
level 0.45% of available phosphorus presented the greatest contents of ashes,
calcium and phosphorus in the tibias. and phosphorus in the plasma. The lowest
excretions of phosphorus occurred at the levels 0.35% of total phosphorus and
1,000FTU/kg of phytase. The lowest contents of ashes and calcium in the
excretae were obtained with 0.35% and 1,000 FTU/ Kg of phytase.The lowest
contents of ashes and calcium in the excretac were obtained with 0.35% and
1,000 FTU/kg of phytase. The females excreted smallest amounts of ashes,
calcium and phosphorus than the males.. Experiment 4:A CRD with the
treatments in 3 x 4 x 2 factorial arrangement, namely, three levels of phytase (0,
500 and 1,000 FTU), four levels of calcium (0.7, 0.8, 0.9 and 1.0%) with four
replicates per treatment. The performance was not affected by the treatments
utilized, the males being superior to the females in weight gain, feed consumption
and conversion. The contents of ashes in the tibias were not affected by the
levels of phytase but as calcium levels raised, the ash contents increased. The
contents of calcium and phosphorus in the tibias increased with the
supplementation of 500 and 1,000 FTU/kg of phytase and with calcium levels.
The utilization of phytase did not decrease the excretion of ashes, calcium and
phosphorus

v,



1 INTRODUCAO

A maioria das ragbes de aves produzidas no Brasil sio compostas de
ingredientes de origem vegetal, sendo que a maior parte do fosforo presente nestes
alimentos encontra-se presa na forma de fitato, tornando-se indisponivel para as

aves.

O fosfato bicalcico tem sido altamente utilizado na produgdo
agropecuaria como fonte inorginica de fosforo para atender as exigéncias
nutricionais dos animais, entretanto, tem custo elevado € é um mineral nio

renovavel na natureza, podendo se esgotar em menos de 100 anos.

O fitato praticamente nio é hidrolisado pelos animais monogastricos, pois
essas espécies possuem a enzima fitase (fosfatase) em quantidades muito
pequenas no trato intestinal, assim, nfo consegue liberar todo o fosforo das
plantas que ¢ necessario para ser absorvido. Além do fosforo, o fitato dificulta a
utilizagdio ou reduz a retengio de cations como cilcio, ferro, manganés, magnésio
e zinco, causando os efeitos anti-nutricionais, interferindo na disponibilidade de
proteina e energia.

As industrias de ragdes tém procurado utilizar fitases exogenas
industrialmente produzidas por fungos, bactérias e leveduras, geneticamente
inodiﬁcadas, ¢ sua estabilidade e atividade sobre o fitato permite que seja
utilizada nos diversos programas de alimentagio.

A fitase possui especificidade relativa, pois ¢ uma fosfatase que retira
fosforo de qualquer substrato. A utilizagio de fitases exdgenas permite um
melhor aproveitamento do fésforo fitico dos vegetais reduzindo sua excre¢do no
ambiente € os custos de produgio.



O presente trabalho de pesquisa teve como objetivos:
(l)Avaliaroefeitodeformaseoondigﬁmdeannazenamentodaﬁtase, sobre a
atividade da enzima;

(2) Avaliar o efeito dos niveis de fitase sobre a biodisponibilidade de calcio e
fésforo fitico em dietas de frangos de corte na fase inicial.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O fésforo

‘A palavra fosforo, do grego, significa “luz de referéncia”. E o elemento
mineral economicamente mais importante na alimentagio animal. Considerado o
primeiro em custos entre os minerais € o terceiro no contexto global dos
nutrientes, o fosforo ¢ sobrepujado somente pela emergia ¢ a proteina
(particularmente aminoécidos sulfurados e lisina) no custo da formulagdo de
ragdes para aves ¢ suinos (Borges, 1997). Por ser o mineral que mais onera o
custo das dietas, requer atengio especial por participar de fungdes metabélicas
essenciais no organismo (Barreto, 1994).

O fosforo é um mineral sélido, o segundo membro do grupo V A da
tabela periddica, e possui o mimero atdmico 15. Nio ocorre isolado na natureza,
sendo a maior parte encontrada em depésitos de rochas de fosfato Caz(PO,),,

apatita CasF(PO,); e compostos semelhantes contendo fosfato de cilcio (Russel,
1982).

Industrialmente, obtém-se o fosforo elementar pelo aquecimento das
rochas que contém este elemento com carbono (na forma de coque) e dioxido de
silicio (areia) em fornos elétricos. Inicialmente ocorre formagdo de moléculas P,
que se dimerizam e sdo condensadas debaixo de igua, formando moléculas de
fosforo branco P.. A reagfio é apresentada a seguir: 2Ca3(PO4),(s) + 6 SiOy(s) +
10C(s) — P4(g) + 6CaSiO; + 10CO(g). Este mineral pode existir em pelo menos
seis tipos de variedades alotrépicas, sendo as mais conhecidas o fosforo branco, o

vermelho e o preto (Russel, 1982).



O fésforo, devido as varias funges que desempenha, é considerado,
metabolicamente, o mineral mais utilizado (I.M.C., 1979).

2.2 Absorgiio, metabolismo e excregdo do fésforo

O fésforo pode ser ingerido na forma orgénica (fitatos, fosfolipideos,
fosfoproteinas) ou na forma inorganica (mono, bi e trifosfatos), que sio soliveis

ou nio no suco gastrico.

O fésforo na forma de ortofosfato, para ser absorvido, deve estar em
solucdo no ponto de contato com a membrana absorvente, no intestino delgado,
principalmente na porgdo superior do duodeno (ILM.C., 1979). _

A absorgdo ¢ por difusdo simples seguindo gradiente de concentragio,
mas existem evidéncias de que a absorgio do fosforo parece envolver um
transporte ativo, com gasto de energia, sendo este processo estimulado pela
vitamina D e sédio dependente. A quantidade absorvida é dependente da fonte,
relagdo calcio:fosforo, pH intestinal, consumo de lactose, nivel de vitamina D3,
 gordura da dieta, niveis de célcio e outros elementos (Rutz, 1994).

O fosforo absorvido no intestino circula pelo corpo e é facilmente
extraido do sangue para ser utilizado pelos ossos, podendo também ser
reabsorvido dos ossos para manter niveis normais no plasma sanguineo durante
os periodos de escassez na dieta. O mecanismo de transporte envolve a aggio dos
horménios paratireoideano (PTH), calcitonina (CT) e estrégeno que atuam nos
6rgéos, ossos, rins ¢ intestino (Murray et al., 1990).

O paratormdnio estimula o movimento do célcio e fosfato dos ossos para

osangueeestimulaosrinsaaumentaremambsorc;iodemélcioeaexcregéode
fosfato. Nos rins, estimula a formagio de 1,25-dihidroxicolecalciferol (1,25



(OH),Ds), que vai ativar a sintese da proteina transportadora no intestino,
aumentando a absorgo intestinal de calcio e fosfato e, provavelmente, permitir a
acdo do paratorménio nos ossos e rins. As agdes conjuntas destes compostos
aumentam os niveis de calcio no fluido extracelular, mantendo ou diminuindo as
concentragdes de fosfato (Sturkie, 1968).

A calcitonina atua no metabolismo do fosfato causando a entrada do
fosfato nas células 6sseas e no fluido peridsseo, enquanto diminui 0 movimento
do célcio dos ossos para o plasma. Esta entrada de fosfato pode ser acompanhada
pelo célcio, pois os efeitos hipocalcémicos da calcitonina dependem muito do
fosfato.

A excregio em herbivoros ocorre nas fezes e, em carnivoros, através da

2.3 Deficiéncia e toxidez pelo fosforo

O consumo inadequado de fosforo pode provocar anormalidades
esqueléticas e aumento da mortalidade (Roland, 1992).

A ingestdo de fosforo em niveis abaixo das exigéncias causa deficiéncia
principalmente em animais jovens, afetando o desempenho e causando
mineralizagdo dssea deficiente. O raguitismo é um dos principais problemas que
ocorrem em animais em crescimento, nos quais se observa um decréscimo no
nivel do calcio ¢ fosforo no sangue que flui para os ossos. As Jjuntas mostram-se
inchadas, os ossos arqueados, menos desenvolvidos que o normal, e na jungdo das
costelas com o externo, formam-se nodulos caracteristicos conhecidos por rosario
raquitico.



Animais adultos com balango negativo de calcio e fosforo sdo acometidos
de osteomalacea, uma desmineralizagio dssea.

O excesso de fosforo em dietas deficientes em calcio pode resultar em
raquitismo em animais jovens. Para adultos, quantidade excessiva somente ocorre
quando fosfatos minerais sfo introduzidos indiscriminadamente. A fecundidade é
comprometida, provavelmente devido 4 menor assimilagio de manganés.

2.4 Conteiido no corpo animal

O fosforo depois do calcio, € o elemento mineral mais abundante no coIpo
animal, compreendendo 22% dos minerais totais do organismo.

2.4.1 Fosforo nos ossos

As cinzas dos corpo constituem 70% de célcio e fosforo, sendo que, 80%
do fosforo esta presente sob a forma de cristais de fosfato de calcio insohiveis
(apatita) nos ossos ¢ dentes ¢ 20% sio muito ativos metabolicamente e estio
distribuidos em todas as células do organismo e no fluido extracelular em
combinagdo com carboidratos, lipideos, proteinas e reages de transferéncia de
energia (Murray et al., 1990).

A composicdo aproximada do osso adulto normal, embora seja varigvel
de acordo com a espécie, idade e estado nutricional, ¢ de 45% de agua, 25%
cinzas, 20% proteina ¢ 10% de gordura. A quantidade de calcio e fosforo nas
cinzas do osso ¢ de 36% e 17%, respectivamente. A relagio de calcio e fésforo é
de 2:1, com pouca variagio.

O osso tem duas fases, uma cristalina, composta por hidroxiapatita - Ca;o
(PO4)s(OH),, ¢ uma amorfa, que contém Cas(POs),;, CaCOs;, Mgs(PO.). ¢



pequenas quantidades de citratos, sodio, potassio, cloro e flior. A matriz organica
do osso, em que os sais minerais sdo depositados, ¢ composta de uma mistura de
proteinas, principalmente colageno. O processo de formagio dos ossos difere de
0sso para osso; contudo, consta basicamente da deposicio de uma matéria
mineral sobre uma matriz orginica.

2.4.2 Fésforo no sangue

O sangue integral contém de 35 a 45 mg de fosforo por 100 ml, sendo que
a maior parte encontra-se nas células. Pode estar na forma organica
(lipoproteinas) e na forma inorganica, no plasma. Nas aves, a relagdo de fosforo
orginico: fosforo inorganico é de 10:1.

Os fosfatos no sangue tém fungio tamponante, mantendo o pH entre 7,36
¢ 7,44. No plasma, ¢ encontrado como fosfato inorganico (1 como anion divalente
HPO.” e 1 como anion monovalente H,PO4"); contudo, quantidades pequenas de
fosfato trivalente PO,” existem. O nivel de fosforo inorgdnico no sangue &
indicador importante do estado de nutrigio deste elemento. Amostras nio
hemolisadas podem ser usadas para analisar o fosforo do soro ou do plaéma
porque os eritrocitos contém 70 vezes mais fosforo que o plasma. O nivel normal
noplasmaesiﬁentre4a9mg/100ml,valor&sabab:ode4mgpodemser
indicativos de deficiéncia (Guyton e Hall, 1996). Valores de 7,33 e 6,60
mg/100ml foram observados no plasma sanguineo de frangos com trés semanas
de idade recebendo dietas contendo niveis de calcio 0,65 e 1,0%, respectivamente
(Elliot et al., 1995). Niveis baixos de fosforo no plasma estio diretamente
relacionados com os niveis de fosforo na dieta e com a sintese de 1,25-
dihidroxicolecalciferol nos rins (Caceres, 1994)



2.5 Fungdes no organismo

Em adicdo ao seu papel estrutural, o fosforo desempenha numerosas
fungdes importantes, destacando-se a sua atuagdio no metabolismo de lipideos,
glicideos e protideos; sintese de acidos nucléicos; formagdo de fosfolipideos e
atuacdo no equilibrio acido-basico das aves; participa como importante anion,
sob a forma de fosfato, na manutencio do equilibrio acido-basico e como
componente vital do sistema intracelular de transferéncia de energia da qual o
ATP é principal componente; componente essencial dos acidos nucléicos, e dos
fosfolipideos, elementos-chave na estrutura das membranas celulares; faz parte
dos hexosefosfatos, lecitinas, nucleoproteinas, caseina, ATP, creatina fosfato e
uma variedade de outros compostos; componente de algumas proteinas como
pepsina e caseina; a glicose ¢ fosforilada na primeira etapa de sua utilizagio e em
outras etapas; os compostos de fosfato de alta energia desempenham um papel
central em diversas reagdes, assim como o AMPc; muitas vitaminas B funcionam
como coenzimas somente quando em combinagio com o fosfato; o tampdo de
fosfato ¢ importante especialmente no liquido intracelular, em que sua
concentra¢do € muito maior do que no liquido extracelular, e nos fluidos tubulares
do rim (Murray et al., 1990).

2.6 Interacio de fésforo com outros nutrientes

2.6.1 Fésforo e célcio

Estdo intimamente associados ao metabolismo, ocorrendo no organismo
combinados entre si na maioria das vezes, de modo que a deficiéncia de um deles
na dieta limita o valor nutritivo de ambos (Maynard et al., 1984).



Uma alta proporgdo molar de cilcio e fosforo na dieta pode levar a
formagio de complexos calcio-fitato altamente insoliveis, fazendo com que a
molécula de fitato se torne inacessivel 4 fitase. A presenca desses complexos
poderia explicar a aparente inatividade da fitase em dietas ricas em calcio e nio
atraves de uma inibigdo direta da enzima pelo ion de calcio (Fitase, 1999).

Wideman et al. (1985) e Wideman (1987) associaram desordens renais
em aves quando receberam dietas com niveis elevados de calcio, entretanto,
quando niveis normais de calcio foram utilizados com niveis inferiores de

fésforo, o mesmo excesso de calcio urinario foi detectado.

2.6.2 Fésforo e vitamina D;

A vitamina D, para participar nos processos metabélicos do organismo,
deve ser previamente metabolizada. Nos alimentos, encontra-se sob a forma de
vitamina D; (colecalciferol), que é absorvida no intestino delgado, juntamente
com os lipideos da dieta (Rutz, 1994), e transportada para o figado, onde sofre
hidroxilagdo, formando o hidroxicolecalciferol (25-OH-D), que € transportado
para os rins, onde ¢ novamente hidroxilado, formando o 1,25-
dihidroxicolecalciferol [1,25-(OH),D;], que é a forma ativa do colecalciferol,
essencial para a sintese da proteina responsavel pela absorgio do calcio e fosforo
no intestino (Maynard et al., 1984).

A vitamina D; aumenta a absorgdo intestinal do calcio e fosforo, age
diretamente no processo de calcificagio ¢ no controle de fosfato pelos rins
(Murray et al., 1990).

Niveis normais de calcio com niveis baixos de fosforo reduzem o fosforo

inorgénico no soro, estimulando a sintese de 1,25-dihidroxicolecalciferol [1,25-



(OH),D;], que € responsivel pela absor¢io intestinal de calcio e fésforo
(Wideman, 1987).

A adigdo de 1,25-dihidroxicolecalciferol [1,25(0H),Ds] a dieta basal de
milho e farelo de soja para frangos de corte, na fase inicial, aumentou a utilizagdo
de fosforo fitico, teor de cinzas dos ossos, fosforo e célcio no plasma (Mitchell e
Edwards., 1993).

2.6.3 Fosforo e manganés

Niveis de calcio tém pouco efeito sobre o aumento do manganés nos
0ss0s, entretanto, o excesso de fosforo dietético, independente da forma catiGnica,
reduz a deposigdo de manganés nos ossos acima de 50% (Wedekind e Baker,
1990; Wedekind et al., 1991).

2.6.4 Fosforo e aluminio

O fosforo com o aluminio formam complexos insoliiveis no aparelho
digestivo, causando esgotamento de fosforo (Leach e Burdette., 1987).

2.6.5 Fosforo fitico como agente poluidor

O fésforo de fontes vegetais é pouco utilizado por animais ndo
ruminantes. Desta maneira, as fezes excretadas por aves e suinos contém altos
teores de fosforo fitico. Segundo Cromwell ¢ Coffey (1991), nos Estados Unidos
da América, cerca de 13,4 milhdes de toneladas de fezes sdo excretadas pelos
suinos anualmente, representando ao redor de 12% do total; as aves contribuem
com 6,8 milhGes de toneladas, o que representa em torno de 6,1% do total. Aves e
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suinos somados s3o responsaveis por 18% do total de excrementos, e como estes
residuos possuem, em média, 1,55% de fosforo, o total deste elemento excretado
por aves ¢ suinos, anualmente, ¢ de 320 mil toneladas, correspondendo a 1/3 de
todo o fosforo excretado pelas varias espécies de exploragio doméstica. Grande
parte destes residuos sio utilizados na adubagio de plantagdes em geral. A
lixiviacdo do fosforo a partir de excretas de aves para a agua de superficie e
lengdis fredticos ¢ um grave problema de poluicio ambiental. Um niimero
crescente de paises cria medidas legislativas, exigindo o manejo dos excrementos
através da adigdo de fitase microbiana a dietas de aves e suinos, reduzindo a
excrecdo de fosforo nas fezes em 20 e 50% (fitase, 1999).

Como a quantidade de fosforo que é fornecida ao solo geralmente excede
as necessidades das plantas, ocorre acimulo deste mineral no solo, sendo
relativamente imével (Page e Pratt, 1975). Outra parte deste fosforo é
transformada em formas insoliveis em agua, aderindo-se as particulas do solo,
tomnando-se, assim, um contaminante parcial dos rios, lagos e corregos. O fosforo
esta sendo considerado como um elemento poluidor face is modemnas técnicas
usadasemagﬁculmraealhnentacéoanhnal.Arecomendagioquesefazéade
que o fdsforo fitico passe a tornar-se mais disponivel aos animais nio ruminantes,

diminuindo, assim, a adi¢fo de fosfato inorganico s suas dietas.

2.7 O célcio na nutri¢éio animal

O calcio desempenha papel importante em uma larga variedade de
funcBes essenciais no metabolismo. E um dos elementos mais abundantes do
corpo, sendo 99% encontrados no esqueleto € o restante faz parte do metabolismo
celular, agdo neuro-muscular e na coagulagdo do sangue (Caceres, 1994).
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Na natureza, o calcio ¢ encontrado como carbonato de calcio (calcario e
marmore), sulfato de calcio (gipsita), fluoreto de calcio (fluorita), dolomita
(CaCO3.MgCOs) ¢ fluorapatita Cas(PO,)sF. S#io conhecidos onze isétopos de
célcio, sendo seis estaveis. Os isétopos de calcio utilizados em estudos bioldgicos
sdo radioativos “°Ca (meia-vida de 165 dias, emite p-particulas de energia 0,25
MeV) e “Ca (meia-vida de 4,7 dias, energia de radiagio B-particulas de energia
0,66 e 1,94 MeV, y-quanto 0,48, 0,83 e 1,31 MeV) (Georgievskii, 1982).

2.7.1 Cilcio nos vegetais

O célcio encontra-se nos vegetais na forma solivel em agua (maior
mobilidade), solivel em éacido (menos mével) e fragSes adsorvidas. Na fragdo
solavel ocorre como sal de acido organico (geralmente o acido citrico), €
particularmente como proteinato de calcio. A fragdo solivel em acido inclui
malatos ¢ oxalacetatos, ¢ a fragdo adsorvida (extrato de sal) inclui proteinato de
calcio e outros compostos poliméricos.

As leguminosas ¢ o girassol s3o alimentos ricos em calcio, € os cereais de
gramineas ¢ milho sdo pobres. A parte vegetativa da planta contém mais calcio
que as partes reprodutivas. Nas plantas, o nivel 6timo de cilcio encontra-se na

faixa de 40 a 60 mg por kg de matéria seca. Quantidades acima desses valores
sdo consideradas elevadas (Georgievskii, 1982).

2.7.2 Absorc¢io, metabolismo e excregiio do calcio

O calcio € ingerido com os alimentos vegetais e aditivos minerais. Nos
vegetais estd ligado 4 proteinas e a anions de acidos orgénicos € nos aditivos
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como carbonato ou fosfato. No estdmago, é convertido pelo suco gastrico em
cloreto de calcio, sendo dissociado em ions (principal forma absorvida no
duodeno). Para ser absorvido, precisa estar em solugo no ponto de contato com a
membrana absorvente, ocorrendo ativamente em todos os seguimentos do
intestino, principalmente no duodeno e jejuno, sendo a velocidade de absor¢do
maior que a de qualquer outro ion, com excegdo do sédio Berne e Levy (1988)
citados por Ruiz (1994). Uma vez absorvido, se apresenta na corrente sanguinea
sob duas formas, ligado a proteina transportadora ou sais organicos e livre. A
forma nfo difusivel, a complexada, funciona como um estoque plasmatico,
altamente disponivel para ser ionizado. O excesso de calcio é depositado nos
ossos, estrutural ou medular, constituindo um estoque menos labil, mas nio
menos importante (Gonzales ¢ Oliveira, 1999).

Os fatores pH intestinal, vitamina D, fosfatos, acidos graxos livres
influenciam a absorgio de calcio (Murray et al, 1990). O mecanismo de
transporte dos ions célcio pelas membranas do epitélio intestinal ainda n3o esta
bem elucidado. Acredita-se que uma proteina denominada transportadora de
calcio, produzida pelas células mucosas, possui grande afinidade pelos ions calcio
(Georgievskii, 1982). O 1,25-dihidroxicolecalciferol induz a formagdo da proteina
transportadora, que vai atuar na borda-em-escova das células do epitélio e
transportar o célcio para dentro do citoplasma celular, este se deslocara através
da membrana basolateral da célula por difusio facilitada (Guyton e Hall, 1996).

Os horménios que regulam a homeostase do cilcio sdo o paratireoidiano
(PTH), calcitriol ou 1,25-dihidroxicolecalciferol [1,25-(OH),Ds] € a calcitonina
(CT), e atuam nos ossos, rins e intestino. Quando os niveis de calcio ionizado no
plasma caem abaixo dos limites dos niveis normais, as glindulas paratireoidianas
aumentam a secregdo de PTH que estimula o movimento do calcio ¢ fosfato dos
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0ssOs para o sangue e estimula os rins a aumentarem a reabsorgdo de cilcio € a
excrecido de fosfato.

OPTHmmbémagesobreosﬁns&stimulandoafonna@odecalciuioL
que atua no intestino aumentando a absorgdo de cilcio. A agfio conjunta destes
horménios aumenta os niveis de calcio no fluido extracelular mantendo ou
diminuindo as concentragdes de fosfato. Quando o calcio extracelular alcanga
niveis normais, ocorre uma inibigio por retroalimentacio da secregdo do PTH e
inibi¢&o do calcitriol (em parte pela diminuigio do PTH).

Este horménio restaura as concentragdes normais de cilcio no fluido
extracelular, atuando diretamente nos ossos (velocidade de dissolugio dos ossos,
incluindo as fases orgénicas e inorganicas, fornecendo calcio ao fluido
extracelular), rins (reduz a excregio remal do calcio, € portanto aumenta a
concentra¢do deste elemento no fluido extracelular), e indiretamente na mucosa
intestinal (aumenta a eficiéncia da absorgio do calcio pelos intestinos, pela
promog3o da sintese de calcitriol).

Ainda previne a hipocalcemia numa dieta deficiente em calcio, mas o
processo ocorre as custas do calcio 6sseo. As alteragdes mais rapidas ocorrem
pela agéo nos rins, mas as maiores s30 nos ossos (Murray et al., 1990).

A principal fungdo do calcitriol é estimular a absorgdo intestinal de calcio
e fosforo. E o tinico horménio que pode promover o transporte de calcio contra o
gradiente de concentragio que existe através da membrana da célula intestinal. A
produgdo deste horménio ¢ fortemente regulada, € portanto existe um mecanismo
delicado para o controle do caicio do fluido extracelular, apesar das marcadas
flutuagdes do conteiido de cilcio no sangue. Isto assegura concentragdes
adequadas de calcio e fosfato para a deposicdo, originando os cristais de
hidroxiapatita sobre as fibras de coligeno nos ossos.
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O calcitriol funciona como horménio, promovendo a absorgdio intestinal
de célcio, anumentando a formagio da proteina ligante de calcio (CBP) nas células
epteliais. Essa proteina atua na borda em escova dessas células transportando o
calcio para o interior do citoplasma; a seguir, o cilcio atravessa a membrana
basolateral da célula por difusdo facilitada. A velocidade da absorgdo de calcio
parece ser diretamente proporcional & quantidade dessa proteina ligante de calcio.

A calcitonina estd inversamente relacionada ao PTH, sendo ambos
controlados pelos niveis de calcio no fluido extracelular. A sua secre¢do aumenta
lincarmente quando concentragdes de cilcio estio elevadas. Os ossos sdo os alvos
primérios da calcitonina; neles ela diminui a matrix de reabsor¢io e portanto
diminui a liberagdo de calcio e fosfato. Esta agdo ¢ independente de PTH.

As aves sdo naturalmente predispostas a apresentar acidose metabélica no
periodo de rapido crescimento do tecido dsseo por remover calcio e acrescentar
hidrogénio a corrente sanguinea. Cerca de 40% do tamponamento da acidez
metabdlica ocorre no osso, com liberagdo de sodio e potassio em troca do excesso
de hidrogénio, iniciada quando h4 uma queda da concentrago plasmatica do ion
bicarbonato (HCOs), o principal tampdo do sangue. O fornecimento de dietas
balanceadas em sodio e potassio reforga os sistemas naturais de tamponamento da
acidez fisiologica, pois o sodio e o potassio possuem efeito alcalinizante nos
fluidos corporais e o cloro, efeito acidificante (Gonzales e Oliveira, 1999).

2.7.3 Deficiéncia e toxidez pelo célcio

A deficiéncia deste mineral na dieta provoca desmineralizagio dos 0ssos.
Anormalidades de cdlcio na estrutura 6ssea causam raquitismo, osteomaldcea,
osteoporose e escorbuto. Tétano e hipertensio estdo relacionados as anomalias do



célcio ionizado. A ingestdo elevada de célcio e vitamina D; causa hipercalcemia,
ou seja, calcificagdo excessiva nos ossos e nos tecidos delicados dos rins
(Georgievskii, 1982).

2.7.4 Conteiido no corpo animal

O célcio ¢ fosforo constituem 70% das cinzas do corpo, € 99% do calcio
encontram-se no tecido Osseo e dentes.

A estrutura quimica do osso nio foi ainda estabelecida. Parece, no
entanto, que a parte mineral do osso existe, principalmente, sob a forma de
hidroxi-apatita 3 Ca3(PO,),.Ca(OH),, que é um composto extremamente duro e
dificilmente solivel. O esqueleto de uma ave ¢ constituido, na sua maior parte, de
fosfato de célcio e carbonato de calcio. A matriz orgénica do osso, na qual os
minerais s30 depositados, consiste de mistura de proteinas, das quais a osseina é a
mais importante.

A porcentagem de célcio e fosforo nos 0ssos aumenta linearmente com a
idade das aves (Georgievskii, 1982), e a composi¢io aproximada do osso adulto
normal, embora seja varidvel de acordo com a espécie, idade e estado nutricional,
€ de 45% de agua, 25% cinzas, 20% proteina e 10% de gordura. Utiliza-se a
relagdo calcio:nitrogénio para medir o grau de mineralizaggo do tecido 6sseo, no
entanto, a concentragdo de nitrogénio varia com o conteido de matéria seca e
desengordurada do osso, enquanto a concentragio de calcio nas cinzas do 0sso é
bastante constante (37-38%), devendo este ultimo ser utilizado (Georgievskii,
1982).

O calcio plasmatico existe em trés formas: combinados as proteinas
plasmaticas, que ndo se¢ difundem através da membrana capilar (40%);
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combinados com substincias do plasma e dos liquidos intersticiais (citrato ¢
. fosfato) sob a forma nio ionizada, que se difunde através da membrana capilar
(10%), e o restante sio difusiveis através da membrana capilar ¢ esta ionizado
(50%) (Guyton e Hall, 1996).

O célcio ionizado ¢ a forma biologicamente ativa, mas os niveis variam
dentre as espécies (Georgievskii, 1982). No plasma humano, a concentragdo de
calcio varia de 9 a 10 mg/100m! (Guyton e Hall, 1996). Elliot et al. (1995),
utilizando niveis de 0,65 e 1,0% de calcio, encontraram valores de 10,8 mg/100ml
¢ 11,0 mg/100 ml no plasma sanguineo de frangos com trés semanas de idade.
Estes autores observaram que aves recebendo as menores niveis de calcio
apresentaram maior capacidade de absorver este eclemento no trato
gastrointestinal. Uma maior produ¢io do horménio paratirecideano deve ter
ocorrido, levando & maior conversdo de 1,25 dihidroxicolecalciferol, responsavel
pela elevagdo dos niveis de calcio plasmatico, tornando o calcio disponivel para
deposic¢do nos ossos.

2.7.5 Fungdes no organismo

A fungéo principal ¢ de construir ¢ manter ossos e dentes, mas apresenta
diferentes fungdes como formagio de grandes moléculas de proteina compondo as
subunidades protoméricas, o ion calcio estabiliza a estrutura terciaria e
quaternaria da enzima o-amilase, as quais s3o resistentes as hidrolases do trato
gastrointestinal (Georgievskii, 1982).

Importante metabolicamente para a atividade da enzima adenosina
trifosfato na liberagdo de energia para a contragio muscular e atividade do AMPc
(Guyton e Hall, 1996).
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Necessario na transmiss3o nervosa e regulagdo dos batimentos cardiacos
(Georgievskii, 1982).

Na coagulag¢do do sangue, inicia as alteragdes necessarias para formagio
do codgulo. O célcio ionizado estimula a liberagio de tromboplastina pelas
plaquetas sanguineas ¢ também é um cofator necessario para a conversdo de
protrombina em trombina, que auxilia a polimerizagio de fibrinogénio em fibrina
(Guyton e Hall, 1996).

Afeta a fungfio de transporte das membranas celulares, possivelmente
atuando como estabilizador da membrana; influencia a transmissio de ions
através das membranas das organelas celulares; libera neurotransmissores nas
jungdes sindpticas; atua na sintese, secre¢io e nos efeitos metabélicos dos
horménios protéicos; libera ou ativa enzimas intra e extracelulares. Os ions de
calcio sao importantes mensageiros intracelulares. Comumente as suas mensagens
séo retransmitidas pela calmodulina, uma proteina que se liga aos ions de calcio e
¢, entio, ativada para regular varias enzimas (Murray et al., 1990).

2.7.6 Interagiio do célcio com o fosforo e vitamina D;

A nutricdo adequada de calcio e fosforo depende, principalmente do
fornecimento adequado de calcio e fosforo (em forma utilizivel), da relagio
conveniente entre os dois elementos e presenga de vitamina D. Todos estes fatores
estdo interrelacionados. A relagdo calcio:fésforo é comsiderada desejavel nos
limites 2:1; entretanto, uma nutri¢io adequada é possivel fora destes limites. A
vitamina D, em quantidade elevada na dieta, torna esta relagio menos importante,
mas na auséncia desta, mesmo que os outros fatores sejam Gtimos, a assimilagio
de célcio e fosforo ¢ baixa. A vitamina D ¢ essencial para a absorgdo de calcio no
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intestino, mas ¢ preciso estar na sua forma ativa, cuja conversio é prejudicada se
o balango de eletrdlitos na dieta niio for adequado (Gonzales e Oliveira, 1999).

Edwards (1989 e 1990) observou que a suplementagio de 1,25-
dihidroxicolecalciferol [(1,25(OH)D;] em dietas de frangos evitou a redugio do
tratogastrointestinal quando niveis baixos de calcio foram suplementados. O
aumento de niveis de cdlcio nas dietas leva & formagdo de sabdes insoluveis,
diminuindo a digestibilidade das gorduras.

2.8 Fitatos

As plantas, para o seu desenvolvimento normal, retiram seus nutrientes
minerais do solo, sendo que na fase de maturagio do grio ha uma translocacdo
destes elementos para as sementes, € no caso do fosforo, na forma de hexafosfato
de inositol ou acido fitico. Assim, a maior parte do fosforo nas ragoes compostas
de grdos de cereais encontra-se na forma de fosforo fitico. Os sais de acido fitico
s30 descritos como fitato, e correspondem, aproximadamente, a 2/3 do total
presente nas plantas (NRC, 1994; Mcknight, 1996 ¢ Rostagno ¢ Silva, 1998). A
quantidade de 4cido fitico varia entre as diversas fontes alimentares vegetais; por
exemplo, o milho possui 65.6 a 67%, farelo de soja, 58 a 60.6%, farelo de arroz,
81.2 a 86%, e trigo, 68.5 a 70.7% (Nelson et al., 1967; Sauveurs (1989) citado
por Borges (1997) e Jongbloed, Mroz ¢ Kemme, 1992).

Fésforo fitico ¢ a designagio dada ao fosforo que faz parte da molécula
do 4cido fitico (Hexafosfato de inositol ou fitato), que é encontrado nos vegetais.
A molécula de fitato possui alto teor de fosforo (28,2%) e alto potencial de
quelacdo. O 4cido fitico pode formar uma ampla variedade de sais insohiveis com

cations di e trivalentes, tais como calcio, zinco, cobre, cobalto, manganés, ferro e
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magnésio. Influencia negativamente a digestiio nutrientes, diminuindo a energia
metabolizavel da ragdo (Keshavarz, 1999)

O calcio presente nos grios de cereais nio é facilmente absorvido porque
muito dele esta fortemente ligado nos grupos fosfatos multiplos formando uma
fitina, um sal de calcio, magnésio e zinco, etc, impedindo que estes fons metalicos
essenciais sejam absorvidos. Segundo Maga (1982), numerosos hexafosfatos de
inositol podem ser encontrados na natureza, e dependendo do complexo formado,
resultam uma grande variedade de compostos. Entretanto, o acido fitico ou fitato,
comercialmente disponiveis, sio frequentemente chamados de fitatos. Estas
substancias constituem por volta de 1 a 2% do peso de muitos cereais e
leguminosas, embora quantidades maiores, como 3 a 6%, tenham sido
encontradas em alguns produtos como farelo de colza e farelo de algodio
(Cheryan, 1980). No arroz, Assada ¢ Kasai (1962) observaram que no estadio
inicial do amadurecimento do grio, a maior porgio de mio-inositol esta em estado
livie, mas no final do amadurecimento, estd na forma de éster-fosfato, e que
representa 80% do total do fosforo na planta. No grio de arroz, o acido fitico é
encontrado principalmente no pericarpo.

Estudos feitos em misturas de sistemas contendo proteinas, sais ¢ outros
componentes € com a adigdo de acido fitico, sdo de dificil interpretagio devido a
habilidade do 4cido fitico em interagir fortemente com ions carregados
positivamente € outros grupos funcionais positivos (Cheryan, 1980). Ainda de
acordo com este autor, a solubilidade do 4cido fitico é muito diferente na presenca
ou auséncia de proteina. Quando na presenca de proteina, sua solubilidade tem
um comportamento paralelo 20 da proteina, sugerindo uma possivel interagio
entre fitato e proteina.
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Um dos fatores que controlam a absor¢io dos minerais sdo os quelatos
orgdnicos desses elementos. Segundo Scott, Nesheim e Young, (1982), muitos
quelatos s3o formados por “acidente” e nfo tém nenhum propdsito biologico ttil.
Assim, numerosos estudos tém levado a conclusdo de que acido fitico e seus
derivados podem ligar-se a minerais essenciais na dieta, tornando-os parcial ou
totalmente indisponiveis para sua absorgdo (Figura 1). Este problema se agrava
quando dois cations estio presentes, podendo ocorrer uma ligagdo sinérgica
(Maga, 1982).

Muitos alimentos como agiicares, melago e aminoacidos, contém quelatos,
o que dificulta a determinagio da biodisponibilidade de elementos tragos
inorganicos, pois estes elementos, ao entrarem no aparelho digestivo, combinam-
se com outras substéncias, especialmente proteinas (Miller, 1981).

No tratogastrintestinal, o fitato inibe a agdo de enzimas proteoliticas, tais
como pepsina ¢ tripsina. Complexos fitato-proteina/aminoacido ou fitatomineral-
proteina sdo de dificil digestdo, reduzindo a wutilizagio de proteinas. Esses
complexos ocorrem naturalmente em ingredientes de ragio e podem ser formados
na por¢do inicial do tratogastrintestinal. As cargas negativas da molécula de acido
fitico, em pH acido ou neutro, reagem com as cargas positivas de alguns
amino4cidos, tais como lisina, arginina, histidina, das moléculas de proteinas,
incluindo as proteases (enzimas envolvidas na digestio de proteinas), ligagdes
essas, que reduzem a disponibilidade dos aminoacidos (Ravindran, Bryden e
Kornegay, 1995; Ravindran e Bryden, 1997; Komegay et al., 1996 e Keshavarz,
1999). Contudo, a fitase hidrolisa a ligagdo de fosforo-proteina, remove os efeitos
proteoliticos negativos do 4cido fitico nas enzimas e aumenta a digestio e
absorcdo de proteinas e aminoacidos (Ravindran e Bryden, 1997). O pH é um
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fator muito importante na determinag3o da solubilidade final do fitato € proteina.
Mudangcas no pH afetam a dissociagdo do acido fitico (Mroz e Jongbloed, 1998).

Inositol Acido Fitico

@oo h ! w o
] i
oo- |”=%+ H;N ~?—c —0O ~ proteina
OH H

FIGURA 1. Exemplo de uma molécula completa de 4cido fitico com célcio (Ca),
zinco (Zn), magnésio (Mg), ferro (Fe) e proteina.
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2.9. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade de um determinado alimento refere-se 4 porgio que
pode ser utilizada pelo animal para satisfazer as fungdes para os quais esse
elemento ¢ necessario (Miller, 1981). A determinagio do conteddo do mineral em
um alimento ¢ bastante simples, mas a biodisponibilidade torna-se complexa.

Nos experimentos conduzidos nas décadas de 50 e 60, utilizavam-se
dietas purificadas e semi-purificadas, e como medidas de respostas, ganho de
peso, consumo de ragdo, eficiéncia alimentar e mortalidade. Alguns autores
avaliavam também a deformagdo dos ossos das pernas ¢ 0 empenamento.

Os resultados obtidos eram comparados através de um teste de média e a
disponibilidade das fontes eram classificadas de forma nominal, niio havendo
quantificagdo da biodisponibilidade. Esses métodos sio de custo elevado, além
das dietas purificadas e semi-purificadas serem de baixa palatabilidade e
eficiéncia.

Os novos métodos utilizados para determinar a biodisponibilidade de
microminerais usam dietas praticas, a base de milho e farelo de soja, com
suplementac3o do mineral em estudo em niveis elevados por um periodo de tempo
curto. Nesses métodos, além das medidas de desempenho, sio utilizados os
conteidos do mineral nos tecidos para medir a biodisponibilidade do mineral
(Rostagno e Silva, 1998).

A biodisponibilidade de minerais pode ser determinada usando, como
parametro, de resposta a reten¢do corporal total do mineral, retengio em algum
tecido especifico ou sintese de um determinado composto. Por exemplo, a
disponibilidade de célcio ¢ fosforo para animais em crescimento pode ser medida
através da retencdo total ou deposico nos 0ssos. Para determinagio de fosforo, a
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resisténcia 4 quebra de ossos é uma medida melhor, pois a resposta é mais linear
e mais sensivel ao nivel de fosforo do que o contedo de cinzas nos ossos,
Cromwell, [199_]). Nelson ¢ Walker (1964) afirmaram que o ganho de peso é
menos eficiente que as cinzas nos 0ssos para avaliar o fosforo de fosfatos.

Atualmente, a metodologia mais empregada implica na utilizagio de
animais recebendo uma ragio basal deficiente no mineral em estudo,
suplementada com niveis crescentes do mesmo mineral proveniente de uma fonte
padrdo, considerada 100% de disponibilidade. Os outros tratamentos sdo
formados no minimo por 2 ou mais niveis da fonte do mineral a ser testado. Os
dados obtidos s3o elaborados através de equacdes de regressio linear simples ou
multipla, sendo as medidas de respostas (varidveis dependentes) e os niveis do
mineral (varidveis independentes). A disponibilidade bioldgica relativa do mineral
nas fontes ¢ calculada pela relagdo entre os coeficientes de regressio da fonte
padréo (100%) e da fonte teste (Teixeira, 1994).

As vantagens deste método, segundo Miles, citado por Muirhead (1991),
sdo: (1) utilizagdo de dietas praticas; (2) o animal pode expressar ao maximo seu
potencial genético devido ao consumo maximizado; (3) a contaminagio ambiental
das dietas e amostras sdo nocivas devido ao uso de altos niveis dos minerais; (4) a
concentracdo do mineral nos tecidos é mais mensurdvel quantitativamente e (5)
s&0 necessarios poucos animais para detectar diferencas na disponibilidade entre

as varias fontes inorganicas.

2.9.1 Biodisponibilidade do fésforo de origem animal, vegetal e inorginica

A disponibilidade de fosforo vegetal varia de acordo com os ingredientes
(Kratzer e Votra, 1986), e apenas 1/3 do fosforo total destas fontes é considerado
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disponivel, o restante encontra-se preso na forma de fitato (NRC, 1994). O
inositol liga-se a 6 moléculas de acido fosforico, formando o fitato, ¢ sua
liberag3o depende de varios fatores, dentre eles a idade das aves, niveis de calcio,
fosforo, vitamina D e fitase na dieta (Nelson, Ferrara e Storer, 1968).

Nas formulagSes de ragdes para aves, o fornecimento de fosforo
disponivel pelas fontes de origem vegetal nio é suficiente para atender as
exigéncias nutricionais a fim de proporcionar adequado desempenho e
mineralizagio Ossea, havendo necessidade de suplementagio com fontes de
fosforo na forma inorgénica, que geralmente apresentam diferentes valores de
disponibilidade biologica (Rostagno e Silva, 1998).

A biodisponibilidade estimada de fosforo na milho e farelo de soja
alcanga 10 a 30 %, causando dois problemas: (1) a necessidade de se adicionar
um suplemento de fosforo inorgénico as dietas e (2) a excregdo de grande
quantidade de fosforo na natureza (Mcknight, 1996).

As estimativas de disponibilidade relativa de fosforo em diferentes
fosfatos utilizados em dietas avicolas foram estudadas e os valores de fosforo

encontrados variaram com as fontes utilizadas, autores ¢ metodologias (Gomes,
1991).

Apesar do Brasil possuir grandes jazidas de fosfatos de rocha bruta, estes
ndo sdo utilizados devido & porcentagem de flior que possuem em relagio ao
fosfato bicdlcico (Rostagno e Silva, 1998). O flior interfere na utilizagdo de
fésforo, e os niveis deste mineral nas fontes de fosfato de rocha sio bastante
varidveis, afetando a biodisponibilidade (Lopes, 1983). Os fosfatos de sodio,
acido fosforico, fosfato monocalcico, bicalcico e defluorinado ou triclcico
apresentam maior disponibilidade de fosforo devido & maior solubilidade
(Mc(Gillivray, 1980). Lima (1995), comparando o fosfato bicalcico a diferentes
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fontes de fosforo, avaliou o desempenho e caracteristicas dsseas de frangos de
corte até 21 dias. Os menores valores de biodisponibilidade foram observados
com o uso de fosfatos de rocha.

O fésforo das farinhas de origem animal é considerado 100% disponivel
(Waldroup; Ammerman e Harms, 1965), mas pesquisas mostraram que o teor de
fosforo da farinha de ossos apresenta disponibilidade de 83 a 96% quando
comparado 20 fosfato bicalcico (Orban e Roland, 1987) e, a farinha de came e
ossos 85 a 93% (Huang e Alle, 1981; Ketels ¢ DeGroote, 1988). Brugalli (1996),
avaliando o efeito da granulometria da farinha de came e ossos sobre a
biodisponibilidade de fosforo no desempenho e caracteristicas 6sseas de frangos
de corte, observou um aumento na biodisponibilidade com a redugdo da tamanho
das particulas.

2.10 Fitase

Na busca de alternativas para melhorar o valor nutricional dos alimentos,
a biotecnologia tem, como objetivo, fornecer enzimas exdgenas industrialmente
produzidas que, suplementadas as dietas, buscam melhorar a eficiéncia alimentar
¢ a produtividade das aves.

As enzimas exdgenas atuam da mesma forma que as endogenas,
apresentando um sitio ativo com capacidade de atuar sobre um substrato
especifico, hidrolizando-o. Esta acdo catalitica ¢ especifica e ¢ determinada pelas
estruturas primaria, secundaria, tercidria e quaternaria das enzimas, que s3o
todas proteinas. Qualquer alteragdo na estabilidade das enzimas provoca uma
alteragdo na estrutura destas proteinas e isto pode promover a perda de sua
capacidade catalitica (Penz Jr, 1998).
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A fitase € encontrada em grande quantidade na natureza (sementes de
plantas, fungos, bactérias, leveduras e microorganismos do rimen), ¢ quando
incubada com fitato de sodio (substrato sintético), hidrolisa o fosforo do fitato
presente nos grdos de cereais liberando fosforo inorganico.

A presenca ¢ a atividade da fitase varia dentro de uma mesma ordem e
espécie boténica, podendo perder atividade em pH 4cido ou pelo processamento
(Sauvers, 1989, citado por Borges, 1997).

A atividade da fitase pode variar nos diferentes grios de cereais, por
exemplo, na aveia, cevada, trigo € centeio possuem maior atividade quando
comparadas ao milho ¢ sorgo (Mollgaard, 1946, citado por Nelson, Ferrara e
Storer, 1968).

Segundo Bitar ¢ Reinhold (1972); Maddaiah et al. (1964); Davis e Flet
(1978), Warden e Schaible (1962), citados por Vieira (1999), o fitato pode ser
degradado pela acio de fitases presemtes nos ingredientes, sintetizadas nas
microvilosidades intestinais ou originadas de uma bactéria resistente, mas existem
controvérsias quanto a possibilidade da presenga de atividade de fitase na
secrecdo intestinal e/ou de bactérias intestinais.

Alimentos como trigo, cevada, farclo de trigo e arroz sdo ricos em
atividade de fitase, entretanto, milho e farelo de soja, ingredientes mais utilizados
na fabricaggo de ragdes, contém pouca ou nenhuma atividade (Selle, 1997).

2.10.1 Produgiio de fitase industrial

As enzimas oferecidas aos animais na ragio sio chamadas de enzimas
exbgenas e tém agdo parecida com as sintetizadas pelos animais, as enzimas
endogenas. Wenk (1993), citado por Penz (1998), comenta que a acgdo das
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enzimas exdgenas podem aumentar a acio das enzimas enddgenas, reduzindo a
quantidade de residuos nutricionais que chegam ao intestino grosso, diminuindo a
possibilidade de agdo dos microorganismos nessa area.

A fitase exdgena ¢ produzida por bactérias e fungos dos tipos Aspergillus
ficuun, A. candidus, A. versicolor, A. sydowi, A. repens, A. amstelodani,
Sacharomyces cervisiae, Mucor rancemosus, Geotrichum candidun, Botrycis
cinera, Rhizopus orizae, R oligosporun e R stolonifer; sob condigdes de
processamento muito bem controladas (Inborr et al. (1991) e Vanbelle (1992),
citados por Borges (1997). Segundo esses autores, os passos para o
desenvolvimento de uma enzima consistem em selecionar a enzima, o organismo
produtor ¢ o melhoramento das cepas, assegurando uma estabilidade apropriada
no processo de fabricagdo e compatibilidade com outras enzimas e substincias
quimicas presentes no alimento e/ou animal.

ApésaprodugﬁoindustriaLaaﬁvidadedaﬁtasesemantémporno
minimo trés meses apds misturada s ragdes avicolas (Cowan, 1993).

2.10.2 Propriedades fisicas e quimicas que afetam a estabilidade e atividade
da fitase
Para desempenhar suas funcdes, a fitase exdgena deve chegar até o seu
localdeaqio,notratogasn'ointwtinal,eaﬁngirosubstratoalvo, sem ser
desnaturada. Portanto, deve suportar o processamento das dietas, 0 ambiente
adverso do prprio trato digestivo, resistir as flutuagdes de pH e a agdo das
enzimas proteoliticas endogenas (Bedford, 1995).
A concentragdo de fitase, do substrato, pH e temperatura, afetam a
estabilidade e a atividade enzimatica. As fitases devem permanecer estaveis
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duranteoarmazenamento,tantonasfonnaspura,mismradaésraqam,na
peletizagdo, ou aos diferentes suplementos minerais e vitaminicos.

Asﬁtas&smantémaestabilidadeempHsentreBe9eemtemperaunas
menores que 90°C. Variaces extremas de pH e temperaturas elevadas resultam
em significativa redugdo de sua atividade ou destruicio da enzima.

Temperaturas extremamente baixas (cerca de 0°C ou menores) diminuem
a atividade enzimdtica, mas ndo destroem as enzimas, que podem ser
conservadas. A temperatura da peletizagio é um dos fatores que mais podem
interferir na agdo de enzimas exdgenas. A peletizagio é um tratamento térmico
muito utilizado; e s¢ a temperatura de processamento das ragdes for elevada
(superiores a 75°C), ocorre desnaturagio parcial ou total das enzimas, podendo
prejudicar o desempenho das aves (Graham e Inborr, 1993).

Segundo Simons et al. (1990), a atividade da fitase foi mantida em 96%
em relagdo & inicial quando as ragdes foram processadas a 50 °C de
condicionamento ¢ 78 °C de peletizagdo, entretanto, quando ambas foram
elevadas para 60 °C de condicionamento ¢ 87 °C de peletizagdio, a atividade
enzimitica caiu 46% em relagio a inicial. Newman (1991), citado por Zanini
(1997), relatou que a fitase manteve a estabilidade, perdendo menos de 16% da
atividade original apés ser submetida & peletizagio com 90 °C, por 30 minutos.

As enzimas, quando armazenadas com produtos que possuem
caracteristicas inécuas, podem continuar estiveis e serem armazenadas por até 6
meses, mesmo em condigSes ambientais instaveis (Classen, 1996).

Swick e Ivey (1992) relataram que a efetividade da utilizagiio de fitases

depende da forma de armazenamento e da estabilidade na peletizagio de ragdes.
A atividade original de ra¢Bes comtendo fitases, submetidas a peletizagio,
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utilizando temperaturas niio superiores a 80°C, mantiveram de 90 a 100% Walsh
(1995), citado por Cantor (1995).

Mckinight (1996) observou um decréscimo de 58 ¢ 81% na atividade da
fitase “Natuphos ™ 5000L” apés serem peletizadas e estocadas por trés meses
em temperaturas 20° e 40 °C.

A atividade enzimitica da fitase exdgena deve ser mantida no trato
gastrointestinal da ave mesmo ap6s o contato com as enzimas proteoliticas
endbgenas das mesmas (Cantor, 1995), ¢ apesar dos baixos valores de pH
encontrados no proventriculo ¢ na moela (2,5 a 5,5), nfo ocorre desnaturagio
enzimatica das enzimas fiingicas devido 4 rapida passagem do alimento pelo trato
gastrintestinal (Chesson, 1987, citado por Borges, 1997). A acfio maxima desta
enzima ocorre no proventriculo e papo (Liebert, Wecke e Schoner et al., 1993).

2.10.3 Métodos de determinag¢3o e quantificacdo da atividade enzimética

A determinacdo precisa da atividade da fitase é importante tanto para a
industria produtora de fitases (controle de qualidade do produto oferecido) quanto
para o fabricante de ragdo.

Atualmente, diferentes métodos sfio utilizados pelas industrias de
enzimas, portanto, nio existe uma padroniza¢do para os métodos, e nesses casos
¢ impossivel uma comparacdo direta dos resultados dos diferentes laboratérios,
(Borges, 1997).

A maioria das metodologias existentes exige instrumentos elaborados e

especiais, outras apenas tubos de ensaio ¢ alguns reagentes, mas quaiquer delas
sdo baseadas em alguns principios simples como a natureza da reagfio a ser
catalisada; os cofatores necessarios; as concentragdes necessarias do substrato,
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do cofator; o pH étimo da reagdio; a temperatura 6tima da rea¢do; um método
analitico simples para determinar o consumo do substrato ou aparecimento dos
produtos da reagio.

A concentragio do substrato deve estar acima do nivel de saturag3o, de
tal modo que a velocidade inicial seja da ordem zero para o substrato, o que
significa que a velocidade da reagio inicial é proporcional apenas a concentragio
da enzima (em seu pH e temperatura 6timos). Em geral, as medidas do produto da
reagdo s3o mais precisas do que a medida do consumo do substrato (Pelczar,
Reid ¢ Chan, 1980).

2.11 Suplementacfo da fitase para melhorar a utilizaciio do fosforo

Nelson et al. (1968) foram os primeiros a adicionar fitase, produzida por
uma cultura de Aspergillus ficuum, a uma ragdo liquida de soja. O alimento foi
fornecido a pintos de um dia de idade. As aves mostraram consideravel aumento
na porcentagem de cinzas dos ossos, concluindo que as aves utilizaram o fosforo
do fitato tdo bem como o fosfato inorgdnico suplementado. Esses autores
comentam que quando ndo ha fitato presente na dieta de frangos, uma exigéncia
de célcio de 0,5% ¢ necessaria, entretanto, quando a dieta contém 1,25% de
fitato, a exigéncia sobe para 0,95%. Em outro experimento, Nelson et al. (1971)
utilizando uma dieta de milho e farelo de soja, suplementada com fésforo
inorganico ¢ fitase, esta obtida a partir de Aspergillus ficuum, registraram
aumento na porcentagem de cinzas dos ossos pela adigio de fitase na dieta,
indicando hidrélise do fitato pela enzima. Observaram que a quantidade de
fosforo fitico presente nas fezes dos pintos foi reduzida na proporgio em que se
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adicionava fitase. Concluiram também que os pintos nio utilizaram o fosforo do
fitato na auséncia de fitase.

Waldroup, Ammerman ¢ Harms. (1964), suplementaram a dieta de
frangos com varios niveis de fosfato bicaicico ou fitato de calcio e observaram
que através do ganho de peso e do teor de cinzas na tibia, 4 medida que a relagio
calcio:fosforo aumentou, diminuiu o aproveitamento do fosforo fitico.

Taylor (1965) afirma que em dieta com baixo teor de calcio pode haver
uma deficiéncia do mesmo devido & sua ligagio com o fitato presente, ¢ que em
dietas com altos teores de calcio ocorre uma baixa disponibilidade do fosforo
fitico.

A atividade da fitase ¢ influenciada por diversos fatores, entre eles, o
substrato ou matérias primas vegetais utilizadas nas formulagdes de ragdes, niveis
de célcio e fosforo inorganicos da dieta (Ballan, Nelson e Kirby, 1984)

Simons et al. (1990), utilizando Aspergillus ficuum, adicionaram a
enzima em dietas contendo baixos niveis de fosforo para frangos de corte e
observaram que a disponibilidade do fosforo aumentou, em média, 60% e a
quantidade de fosforo excretado decresceu 50%. A taxa de crescimento e a
conversdo alimentar nas dietas com baixos teores de fosforo com fitase foram

comparaveis ou mesmo melhores do que os resultados obtidos com dieta controle.

Em trabalho posterior de Simons e Versteegh (1991) com poedeiras e
frangos, utilizando ragdes contendo 0,30% de fésforo fitico e 0,15% de fosforo
inorganico e fitase microbiana, observou-se um aumento na biodisponibilidade do
fosforo em mais de 60%, com decréscimo de 40% nas excretas. Concluiu-se,
também, que a estrutura Gssea das aves, qualidade da casca dos ovos, nio foram
afetadas pela inclusdo da enzima.
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BIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

Pemney et al. (1993), utilizando niveis de 250, 500 ¢ 750 U de fitase/kg
em ragdes contendo 0.32, 0.34, 0.38 e 0.44% de fosforo disponivel, em pintos de
corte de 4 a 10 dias, verificaram que as aves que receberam 0,32% de fosforo
diponivel suplementadas com 500 U de fitase/kg proporcionaram ganho de peso
equivalente ao obtido com niveis de 0,38% de fosforo disponivel. A adigdo de
fitase aumentou significativamente o conteiido de cinzas na tibia e a retengdo de
fosforo, independente do contetido de fosforo das ragdes.

Lei et al. (1992) também afirmaram que suplementando dietas baixas em
fésforo com fitase, é reduzida a quantidade de fosforo excretada no ambiente, o
que ¢ especialmente importante em dreas do planeta onde a densidade
populacional animal ¢ alta ¢ onde os recursos de terra ¢ 4gua sdo limitantes.

Munaro (1993), utilizando pintos de corte criados até 49 dias, tendo como
pardmetros o desempenho, teores de cinzas ¢ de fosforo nas tibias, no plasma
sanguineo e nas excretas, avaliou a biodisponibilidade de fésforo no milho e
farelo de soja pela adigdo de niveis 500, 750 e 1000 PU de fitase. Observou
maiores ganhos de peso ¢ consumo de ragdo para os machos (com excegdio da
segunda semana) em relagio as fémeas. A conversdo alimentar foi superior
apenas na sexta ¢ séima semanas para os machos. Os menores valores de fosforo
sanguineo dos frangos, aos 28 dias, foram observados com o nivel de fitase 500
FTU/kg. Os niveis de fitase nfio elevaram os teores de cinzas e fosforo nas tibias.
Os menores teores de fosforo nas excretas foram observados com os niveis 500 e
750 FTU/kg de fitase, para ambos os sexos.

Schoner et al. (1993), alimentando frangos de corte com dietas a base de
milho e farelo de soja deficientes em fésforo (0,35%) com niveis crescentes de
calcio (0,6, 0,75 ¢ 0,9%), suplementados com 125, 250, 500 ou 1500 FTU/kg de
fitase e fosforo do fosfato monocalcico (0, 0,6, 1,2 ¢ 1,8% de calcio), observaram
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um aumento no ganho de peso, consumo de ragiio e retencdo de cilcio e fosforo
quando a fitase ou o fosforo inorganicos foram adicionados. A utilizagio do
fosforo do fitato foi significativamente aumentada pela fitase. O fosforo
inorgénico aumentou a utilizagdo de fosforo apés 14 dias e reduziu a utilizagio
do fosforo liberado pela fitase entre 14 ¢ 40 dias. A utilizagdo de calcio foi
aumentada pela fitase e por fosforo inorganico. Os tratamentos com fitase
contendo altos niveis de cilcio nas dietas tiveram efeitos negativos significativos
na utilizagdo do fésforo, fosforo do fitato e calcio. Nos tratamentos com fosforo
inorgénico, os niveis de clcio afetaram somente a utilizagdo de calcio, do fosforo
e do fosforo do fitato apés 14 dias. Usando como critério o ganho de peso € a
retencdo de fosforo, concluiram que os resultados com fosforo equivaleram a
fitase.

Broz et al. (1994), utilizaram ragdes fareladas contendo 0.44, 0.45 e
0.52% de fosforo total, suplementadas com 0, 125, 250 e 500 U de fitase/kg,
observaram um aumento linear no ganho de peso, consumo e teor de fosforo
inorgénico no plasma e de cinzas, fosforo e calcio na tibia.

Denbow et al. (1995), utilizando ragdes semi-purificadas contendo 0.20 ¢
0.27% de fosforo disponivel, verificaram que a adigfio de fitase nos niveis 250,
500, 750 e 1000 U possibilitou a utilizagio de 31, 47, 54 e 58% do fosforo fitico
do farelo de soja, respectivamente.

Sebastian et al. (1996), utilizando ragdes contendo 0.30% fosforo
disponivel e 1,0% de calcio, verificaram que a suplementagdo de 600 U de
fitase/kg melhorou o ganho de peso e aumentou o teor de cinzas na tibia. Esses
autores, em 1997, submeteram pintos de corte a ragdes praticas com diferentes
niveis de calcio ¢ fosforo disponivel, suplementadas ou nio com 600 U de
fitase/kg, ¢ observaram que as ragdes com niveis 0.35% fosforo disponivel ¢
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0.6% de calcio, quando suplementadas com 600 U de fitase/kg, proporcionaram
desempenho equivalente ao obtido com aves que receberam niveis adequados
destes minerais. O desempenho niio foi satisfatério quando a fitase foi adicionada
em dietas contendo 0,35% de fosforo disponivel e 1,0% de calcio.

Aumentos lineares na reten¢do de fosforo, cilcio, peso corporal, fosforo
orginico do plasma e porcentagens de cinzas no osso do dedo médio, e
diminuicdo da excrecio de 42 para 51%, foram observados por Yi et al. (1996) e
Qian et al. (1996).

A suplementacdo de fitase em ragdes de frangos de corte contendo baixos
niveis de fosforo aumentou a disponibilidade do fosforo fitico, melhorando o
desempenho ¢ mineralizagio dos ossos (Simons et al., 1990; Schoner, Hoppe ¢
Schowarz, 1991; Schoner et al., 1993; Denbow et al., 1995; Komegay et al.,
1996; Yi et al., 1996 ¢ Borges, 1997), com diminuigio de 30 a 60%, da excregio
deste elemento no ambiente (Borges, 1997).

Jeroch (1992) citado por Ravindran ¢ Bryden (1997), concluiu que a
adigdo de 500 e 750 FTU/kg de fitase pode substituir 1,0 a 1,5 g/kg de fosforo de
fontes inorganicas. A suplementaggio de 600 FTU/kg em dietas de aves equivale a
adigdo de 1,0 kg de fosforo do fosfato bicalcico (Basf, 1996).

Zanini (1997) avaliou a utilizag3o de fitase em ra¢des de frangos sobre o
- desempenho, caracteristicas Gsseas ¢ balango de nutrientes, ¢ observou que o
desempenho nio foi afetado e que a adigio de fitase aumentou significativamente
o teor de cinzas na tibia e a quantidade de fosforo e nitrogénio retido.

Kies e Schtte (1998), alimentando frangos de corte com niveis adequados
de fosforo disponivel, observaram que a adigfio de 500 U de fitase/kg de ragio
melhorou a conversdo alimentar em aproximadamente 1,55%. Concluiram que a
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inclusdo de fitase melhorou a digestibilidade de proteinas ¢ aminoacidos e
utilizagiio de energia. '

A suplementagdo de fitase pode melhorar a digestibilidade do calcio em
aves e suinos, hidrolisando a ligagio do fosforo com fitato. A retengdo de calcio
aumenta linearmente com o aumento dos niveis de fitase suplementada e reduz a
medida que a relagdo calcio e fosforo se eleva e a concentragio de fosforo
aumenta (Fitase, 1999).

Komegay et al. (1996) avaliaram o efeito da fitase sobre a digestibilidade
da proteina bruta e de determinados aminoacidos utilizando quatro doses de fitase
(0, 250, 500 e 750 FTU/kg), em trés diferentes niveis de proteina bruta (25,5%,
22,6% e 19,4%). Observaram aumento dos aminoacidos digestiveis em
aproximadamente 1% quando a fitase foi suplementada.

Ravindran e Bryden (1997) examinaram a influéncia de trés niveis de
fitase (0, 400 e 800 FTU/kg) sobre a digestibilidade ileal aparente de aminoécidos
em dietas de trigo-sorgo-soja contendo trés niveis de acido fitico (10,4, 13,2 e
15,7 g/kg), assim como dos niveis de fosforo digestivel (2,3 e 4,5 g/ke). Os
diferentes niveis de acido fitico foram obtidos mediante o acréscimo de farelo de
arroz. Os resultados destc ensaio demonstraram influéncia negativa de.
concentragdes crescentes de acido fitico sobre o rendimento ¢ digestibilidade de
aminogcidos, efeitos estes anulados quando da suplementagio de fitase. A
digestibilidade aparente de proteina bruta melhorou aproximadamente 3% e a
digestibilidade dos aminoacidos ¢ aumentou em 2% e 2,5% para lisina e treonina,
respectivamente.

Sebastian et al. (1997) avaliaram a influéncia da fitase sobre a
digestibilidade ileal aparente de proteina e aminoacidos em dietas para frangos de
corte contendo 0,45% de fosforo disponivel € 1,0% de calcio, 0,35% de fosforo
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disponivel e 1,0% de calcio ¢ 0,35% de fosforo disponivel com 0,6% de calcio e
suplementacdo de 600 FTU/kg de fitase. O ganho de peso e o consumo de racdo
para machos e fémeas melhorou com o uso de fitase. A digestibilidade ileal de
proteina e aminoacidos (1-1,5% para proteina, lisina ¢ metionina, 7% para
metionina) melhorou, sendo seus efeitos mais pronunciados nas fémeas. Os niveis
0,35% ¢ 1,0% de célcio excerceram influéncia negativa sobre a digestibilidade de
proteina, mas nos niveis 0,35% de fosforo e 0,6% de calcio, observou-se um
crescimento Otimo com digestibilidades de proteina e aminoacidos

significativamente melhoradas ao mesmo tempo.

Cerca de 20% de lisina livre foi ligada ao fitato, apos incubagdo com
farelo de arroz rico em fitato. Cerca de 50% desse volume foram liberados apos a
adigdo de fitase. A suplementagdo de fitase melhora a digestibilidade da proteina
no ileo de varios ingredientes de ragdo. Uma melhora na digestibilidade foi
observada em perus alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja com
22,5% de proteina, o0 mesmo ndo ocorrendo nas dietas contendo 28,0% de

proteina (Fitase, 1999).

Frangos alimentados com dietas a base de farelo de soja e dextrose,
deficientes em metionina, treonina ou lisina + valina, recebendo 1200 FTU/kg de
fitase, apresentaram melhora na eficiéncia alimentar (Baker, 1998).

Estudos in vitro indicaram efeitos positivos da suplementagio de fitase na
disponibilidade de aminoacidos. O complexo proteina-acido fitico pode ser
hidrolisado e/ou os efeitos inibidores do acido fitico sobre a atividade das enzimas

digestivas sio reduzidos (Rodehutscord, 1998).

Os teores de energia metabolizavel aparente (EMA) podem ser
melhorados com a suplementagdo de fitase em dietas a base de milho e farelo de

soja, milho-farelinho de trigo-farelo de soja, milho-farinha de carne-farelo de soja

37



e trigo-milho-farelo de soja. Foram observadas eclevagdes ligeiras, porém
significativas da energia metabolizivel aparente em frangos de corte alimentados
a base de dietas contendo sorgo, farelo de soja, farelo de canola, farelo de carogo
de algodio e farelinho de trigo (Fitase, 1999).

Attech e Leeson (1984) descreveram os efeitos do aumento dos niveis de
calcio em dietas contendo &cidos graxos saturados e seus efeitos na
digestibilidade da encrgia metabolizivel aparente (EMA). O fitato parece inibir a
agdo da alfa-amilase do quelato de calcio, diminuindo a solubilidade e
digestibilidade da energia.

Freitas, Saazad e Teixeira (1996) avaliaram os efeitos da energia e niveis
de fosforo e fitase sobre a digestibilidade dos nutrientes da dieta de frangos de
corte, criados por trés semanas. As dietas continham 2800 e 3000 kcal/kg, 0,40 e
0,47% de fosforo disponivel ¢ 500 FTU/kg de fitase. Os tratamentos nio
influenciaram a quantidade de fosforo nos ossos, portanto, a inclusio de enzima,
aliada aos menores niveis de energia metabolizdvel (EM) e fosforo disponivel,
conseguiram reter valores iguais de fosforo em relagdo aos outros tratamentos. Os
tratamentos recebendo fitase apresentaram maior absorgio de fosforo. -A
porcentagem de cdlcio nos ossos foi melhor no nivel 2800 kcal/kg com fitase. A
maior absor¢do de cdlcio ocorreu com os tratamentos 2800 kcal’kg e 0,40% de
fosforo disponivel e 500 FTU/kg de fitase, apresentando valores semelhantes ao
tratamento 0,47% de fosforo disponivel sem fitase. A dieta com 500 FTU/kg de
fitase ¢ 0,40% de fosforo disponivel apresentou maior taxa de absorgio e menor
excre¢do nitrogenada. Os tratamentos inﬂueﬁciaram a quantidade de proteina
. bruta nas excretas, em que o menor valor observado foi com o tratamento
contendo fitase e baixo nivel de energia.
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Acidos organicos na ragdio, idade ¢ estado fisiolégico do animal e
tratamentos da ragdo, antes de fornecé-la, podem influenciar os efeitos da fitase
(Fitase, 1999).

Os resultados da pesquisa demonstraram unanimidade no efeito benéfico
da adi¢do de fitase sobre a disponibilidade do fosforo; entretanto, os niveis de
inclusdo nas dietas variam de 290 FTU/g (Komegay et al., 1996) a 1146 FTU/g
P (Yi et al., 1996). Essa variagfio pode ser explicada pelos diversos fatores que
afetam diretamente a efetividade da fitase como a presenca de acidos orgnicos na
racdo, idade ¢ estado fisiologico do animal e tratamentos da ragio (Fitase, 1999)
¢ dos métodos para avaliar as respostas de critério. A amplitude desse beneficio
encontra contradigdes devidas, provavelmente, 4 nio uniformidade dos
tratamentos a que a fitase foi submetida, tais como temperatura, pH, quantidade
de fitase adicionada, tipo de ragio e fonte de obtengdo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos experimentais

O trabalho de pesquisa foi conduzido em duas etapas distintas, num total
de 4 experimentos. A primeira etapa constou de dois experimentos, realizados no
laboratorio de bioquimica do Departamento de Quimica, para determinar
atividade enzimitica da fitase em diferentes formas de armazenamento. A
segunda etapa constou de mais dois experimentos, realizados no Setor de
avicultura do Departamento de Zootecnia, para determinar o efeito de niveis de
fitase na biodisponibilidade de célcio ¢ fosforo em dictas de frangos de corte na
fase inicial.

3.2 PRIMEIRA ETAPA: Determinaciio da atividade enzimética da fitase

As enzimas, por serem proteinas, sofrem modifica¢des parciais e/ou totais
de acordo com a forma em que sdo processadas ou armazenadas, assim, o
objetivo deste experimento foi de verificar a estabilidade da fitase nas diferentes
formas de armazenamento. A fitase ¢ incubada, em pH e temperatura controlada,
juntamente com o substrato sintético, o fitato de sddio, que tem propriedade
semelhante a0 da molécula natural, gerando um produto ficil de detectar,
resultante da agio enzimatica (Terra, 1991).

Preparac¢do da enzima pura:

Em 0,5g da enzima Natuphos 5000® - Basf, foram adicionados 25 ml de
tampéo acetato 0,05 mol.L" e colocados em agitacdo durante 20 minutos a 4°C.
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Esse extrato foi utilizado para a realizagfio do ensaio enzimatico, apés diluigio
em tampao acetato, para manter 0,1 U de atividade por mililitro da preparagio.

Preparacio da enzima misturada na racéo:

Em 5 g de ragio contendo 1 unidade de fitase por grama, foram
adicionados 50 ml de tampdo acetato 0,05 mol.L" e colocados em agitagio
durante 20 minutos a 4°C. Apés a extragiio, a mistura foi filtrada em papel de
filtro qualitativo e o filtrado foi utilizado para a realizagdo do ensaio enzimatico,
ap6s diluicdo em tampéo acetato para manter 0,02 U de atividade por mililitro de
preparagéo.

Preparacio da enzima misturada aos suplementos:

A fitase foi misturada aos suplementos conforme descri¢dio no item 3.2.1.
Para a extra¢do da fitase misturada aos suplementos, pesaram-se 2,4 g da mistura
com suplemento mineral (2000 U) e completou-se o peso para 2kg com uma
mistura de milho e soja, na mesma proporgio das ragdes das aves, para manter 1
unidade de fitase por grama. O mesmo procedimento foi utilizado para a extragio
da fitase do suplemento vitaminico; porém, foram pesados 8,4 g da mistura (2000
U).

A preparagdo da enzima para a realizagdo do ensaio enzimatico foi feita
da mesma forma que a utilizada para a preparagio da enzima misturada na ra¢3o,

descrita acima.

Atividade da fitase:
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A atividade da fitase foi realizada segundo a metodologia descrita em
Engelen et al. (1994). Em 2,0 ml de extrato enzimitico contendo 0,1 unidades de
fitase (enzima pura) ou 0,02 unidades de fitase (enzima extraida da ragio ou de
suplementos), foram adicionados 4 ml de substrato (fitato de sodio 0,01 mol L™ -
Sigma P-3169), preparados em tampéo acetato 0,05 mol.L” pH 5,5), e os tubos
foram colocados em banho maria a 37°C. A reagdo foi interrompida adicionando-
se 4 ml do reagente de cor (Engelen et al., 1994) e a absorbancia foi lida a 415

nandmetros.

Em cada determinagdo, a mistura de reagdo foi incubada por pelo menos
quatro diferentes periodos de tempo. Controles sem enzima (branco de substrato)
e sem substrato (branco de enzima) foram incubados do mesmo modo que os
tubos experimentais. A atividade calculada foi expressa em pmol de produto
formado por minuto (unidades FTU).

3.2.1 PRIMEIRO EXPERIMENTO: Efeito de formas e condicdes de
armazenamento da fitase pura, sobre a atividade da enzima.

O experimento foi realizado durante 112 dias, com o objetico de avaliar a
atividade enzimitica da fitase em diferentes formas e condigdes de
armazenamento.

Tratamentos

Os tratamentos consistiram de diferentes formas e condigdes de
armazenamento, conforme listado abaixo:

1. Fitase pura armazenada no congelador a 0 °C;
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2. Fitase pura armazenada em temperatura ambiente;

3. Fitase pura armazenada no refrigerador a 4 °C;

4. Fitase misturada ao suplemento mineral, armazenada na temperatura
ambiente;

5. Fitase misturada ao suplemento vitaminico, armazenada na temperatura
ambiente.

A cada 14 dias, foram retiradas quatro amostras aleatérias de cada lote
para avaliar a atividade enzimatica da fitase durante o periodo de armazenamento
de 112 dias.

A fitase foi misturada aos suplementos da seguinte forma: 30 g de fitase
foram misturadas em 150 gramas de um suplemento mineral e 5 gramas de fitase
foram misturadas em 100 gramas de um suplemento vitaminico, a composi¢io
dos suplementos encontra-se na Tabela 2 (12 experimento).

Delineamento experimental e anslise estatistica

Um delineamento inteiramente ao acaso em parcela subdividida, sendo a
parcela constituida pelas 5 formas de armazenamento ¢ as sub-parcelas pelo
tempo de armazenamento, com quatro repetigdes por sub-parcela. Os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-s¢ o pacote computacional
SISVAR (Sistema de Analise de Variincia para Dados Balanceados), descrito
por Ferreira (1998). O modelo estatistico usado para analise dos dados foi:

Yijk = p+ A; + Dy +S; HAS); + ey
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onde:

Yijk = Observagao k da atividade enzimitica da fitase, no tratamento i e tempo j;

1= média geral

A; = efeito do tratamentoi,ondei=1, 2, 3, 4, 5;

Dgx = erro associado as observagdes na parcela que recebeu o tratamento i na
repeticio k.; onde k=1, 2, 3, 4;

S; = efeito do tempo de armazenamento j; ondej=1,2, 3,4, 5,6,7, 8, 9;

(AS); = efeito da interagdo entre tratamento i € o tempo de armazenamento j;

€y = erro associado a subparcela que recebeu o tratamento i, no tempo de
armazenamento j € na repeticiio k;

3.2.2 SEGUNDO EXPERIMENTO: Efeito de diferentes formas de mistura
da fitase as racdes, armazenadas A temperatura ambiente, sobre a
atividade da enzima.

O experimento foi realizado durante 56 dias, com o objetivo de avaliar a
atividade enzimatica da fitase em diferentes formas de armazenamento

Tratamentos

Para avaliar o efeito do armazenamento de diferentes formas de misturas
da fitase s ragdes, a temperatura ambiente, foram eleborados os seguintes
tratamentos:

1. Mistura da fitase via suplemento vitaminico;

2. Mistura da fitase diretamente 4 ragdo;

3. Mistura da fitase via suplemento mineral;

4. Mistura da fitase diretamente 4 ragio e posteriormente peletizada;
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Cinco amostras aleatorias de cada lote foram retiradas, a cada 7 dias,
para avaliar a atividade enzimitica da fitase ao longo do periodo de
armazenamento de 56 dias.

A ragéo utilizada neste experimento foi formulada para frangos de corte
na fase inicial, segundo as recomendagdes do NRC (1994). Esta ragio foi
constituida de milho e farelo de soja e suplementada com calcario, fosfato
bicalcico, sal, 6leo, DL-metionina e lisina. A fitase foi adicionada i ragdo de
acordo com os tratamentos. Nos tratamentos, 1 ¢ 3, 0,4 g de fitase foram
misturadas a 2,0 g do suplemento mineral e oito gramas do suplemento
vitaminico, respectivamente (A composi¢do dos suplementos esta na Tabela 2 - 22
experimento), e, 5 horas depois, misturadas a 2 kg da ragdo. Contudo, para os
tratamentos 2 ¢ 4, a mesma quantidade de fitase foi misturada diretamente 3
racdo, e no tratamento 4, a mistura foi peletizada. As misturas, assim preparadas,
foram acondicionadas, de acordo com os tratamentos, em potes de vidro, no
laboratério de bioquimica da UFLA, 4 temperatura ambiente Figura 2.

Delineamento experimental e anilise estatistica

Um delineamento inteiramente ao acaso em parcela subdividida, sendo a
parcela constituida pelas 4 formas de armazenamento ¢ as sub-parcelas pelo
tempo de armazenamento, com cinco repetigdes por sub-parcela. Os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o pacote computacional
SISVAR (Sistema de Analise de Varidncia para Dados Balanceados), descrito
por Ferreira (1998). O modelo estatistico usado para analise dos dados foi:
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Yijk = p + A; + Dgy +S; HAS); + egpy
onde:
Yijk = Observagdo k da atividade enzimatica da fitase, no tratamento i ¢ tempo j;
p = média geral
A; = efeito do tratamento i, ondei =1, 2, 3, 4;
Dgx = erro associado as observagdes na parcela que recebeu o tratamento i na
repeticio k.;onde k=1, 2, 3, 4, 5;
S; = efeito do tempo de armazenamento j; ondej=1, 2, 3, 4, 5, 6,7,8,9;
(AS)ij=efeitodaintem¢ioenuemmnemoieotempodeamlazenmemoj;

€ax = erro associado a subparcela que recebeu o tratamento i, no tempo de
armazenamento j € na repeticio k;

3.3 SEGUNDA ETAPA: Efeito da fitase na biodisponibilidade de cilcio e
fésforo em dietas de frangos de corte na fase inicial.

3.3.1 Localizagio, instalacdes e equipamentos

A parte experimental de campo, desenvolvida no Setor de Avicultura do
Departamento de Zootecnia, da Universidade Federal de Lavras, e constou de 2
experimentos. O galp3o experimental de alvenaria, com dimensdes de 6 x 8
metros, com paredes laterais de 1,5 m e o restante de telas, com telhado de telhas
de cimento-amianto, sem forragdo na parte inferior. As aves foram alojadas neste
galpdo em 4 conjuntos de baterias, com 4 andares cada, com 3 gaiolas de 0,9 x
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1,0 m por andar, totalizando 48 gaiolas. As gaiolas possuiam limpadas para
aquecimento e eram construidas com arames ¢ chapas galvanizadas.

3.3.2 Aves e manejo

Para ambos experimentos, utilizaram-se pintos de corte de 1 dia de idade,
da linhagem Hubbard, sexados e vacinados contra as doengas de Marek e Bouba
aviaria. Foram distribuidos 12 pintos por unidade experimental e ao final da
primeira semana, foi feita uma selegfo, reduzindo o total para 10 pintos. A partir
do primeiro dia de idade, as aves receberam as dietas experimentais ¢ agua a
vontade. Foi mantido um programa de 24 horas de luz natural mais artificial e as
temperaturas maxima ¢ minima, no interior do galpdo, foram registradas
diariamente as 9 horas.

A ragdo e o grupo de aves de cada parcela experimental foram pesados no
inicio do experimento e semanalmente até os 21 dias, terminando a fase de coleta
de dados para avaliar o desempenho das aves. Para os dois experimentos, foram
realizadas coletas das excretas para determinagdo de cinzas, calcio e fosforo entre
o término do desempenho (21 dias) € o abate das aves (27 dias).

Foram escolhidas, ao acaso, 96 aves, correspondentes a seis € oito
repetigdes de cada tratamento, para o terceiro € quarto experimentos,
respectivamente, para serem abatidas. As aves foram pesadas individualmente e
aneladas no pé direito, usando anilhas numeradas feitas de aluminio. Apds serem
sangradas, a tibia direita foi retirada, descarnadas e levadas para o refrigerador,
para posteriormente serem preparadas para as analises de acordo com a técnica
descrita no item 3.7.4., a seguir.

47



3.3.3 Analises laboratoriais

As amostras dos ingredientes ¢ das racdes foram analisadas no
Laboratério de Pesquisa Animal do Departamento de Zootecnia da UFLA,
determinando-se a matéria seca, as cinzas e proteina bruta (AOAC, 1990). As
determinagdes do fosforo foram feitas segundo o prescrito pelo (AOAC, 1990) e
por Fick et al. (1976).

3.3.4 Parimetros avaliados

Para avaliar os experimentos, utilizaram-se os seguintes parimetros:

3.3.4.1 Consumo de racio

A medida de consumo de ragio foi feita, a cada 7 dias, pela diferenca
entre as pesagens da ragdo fornecida e sobra nos comedouros das unidades
experimentais. No final da 3* semana foi calculado o consumo acumulado médio

por ave.

3.3.4.2 Ganho de peso

O controle do aumento de peso foi feito, a cada 7 dias, pela pesagem do
grupo de aves das unidades experimentais. Foi calculado o ganho médio por ave
por semana, € no final de 3* semana foi calculado o ganho de peso médio

acumulado por ave.
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3.3.4 3 Convers#o alimentar

A conversio alimentar foi calculada para cada semana e acumulada na 3?
semana, utilizando-se 0 consumo e o ganho de peso semanais das unidades
experimentais.

3.3.4.4 Teores de cinzas, célcio e fosforo nas tibias.

As tibias retiradas das aves no 27° dia de idade, conforme descrito no
item 3.5., foram colocadas em uma panela de aluminio e fervidas até amolecer os
residuos de carne. Em seguida, foram lavadas em 4gua fria e com auxilio de uma
escova para retirada dos residuos de camne, a fibula ¢ a cartilagem proximal.
Apds a secagem a 100 °C por aproximadamente 16 horas, foram colocadas em
um frasco de vidro com boca larga e tampa hermética, juntamente com éter etilico
para serem desengorduradas. Durante 5 dias o éter do frasco foi trocado pela
manhi e a tarde. Este processo foi repetido até niio se observarem residuos de
gordura no éter, concluindo que os ossos estavam desengordurados. Apos
evaporar-se o éter, a anilha de cada osso foi retirada e seu nimero escrito no

préprio osso usando um lapis com grafite comum.

Foi feita uma nova secagem a 105 °C, e apos esfriarem em dessecador as
tibias, estas foram pesadas individualmente em balanca de precisdo.
Posteriormente, as tibias foram trituradas em almofariz, secas a 105 °C, pesadas
e incineradas a 550 °C por cerca de 8 horas, sendo novamente pesadas e
determinada a porcentagem de cinzas. Apés a incineragiio, foi feita a digestdo das
cinzas com 10 ml de HCl concentrado em chapa aquecida a 200 °C. A solugdo
assim obtida foi filtrada em papel de filtro quantitativo para um baldo
volumétrico de 250 ml, completando o volume com agua destilada e deionizada.
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Esta solugdo foi utilizada para determinar o teor de fosforo por colorimetria e
calcio por espectrofotometria de absorgdo atdmica, segundo o AOAC (1990).

Os teores de fosforo e célcio foram calculados de duas maneiras:

(1) em relagdo ao peso da tibia seca e (2) em relagdo ao peso das cinzas
da tibia. Como os resultados do segundo método tiveram resultados coerentes
com a literatura, deu-se preferéncia para apresentar os resultados com base nas

cinzas dos 0ssos.

3.3.4.5 Teores de cinzas, cilcio e fésforo nas excretas

Foram pesadas 2 g de excretas, secas a 105 °C em cadinho de porcelana,v
¢ colocadas em mufla a 550 °C, por 4 horas, determinando-se o teor de cinzas. A
digestdo das cinzas foi feita com adi¢fio de 10 ml de 4cido cloridrico concentrado,
chapa aquecida a 200 °C. As amostras frias foram filtradas para baldes
volumétricos de 50 ml, completando-se o volume com agua destilada. Desta
solugio foi determinado o teor de fosforo por colorimetria e calcio por
espectrofotometria de absorg3o atémica, segundo 0 AOAC (1990).

3.4 TERCEIRO EXPERIMENTO: Efeito da fitase na biodisponibilidade de
fésforo em dietas de frangos de corte na fase inicial

O experimento foi realizado para avaliar o desempenho (1 a 21 dias de
idade das aves) e o abate foi feito no 27° dia de idade das aves, para retirada de
amostras de tecidos.
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Delineamento experimental e anlise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso com trés repeticdes, €
Os tratamentos arranjados em esquema fatorial 2 x 3 x 2 + 4 tratamentos
adicionais, sendo dois niveis de fésforo total (0,35 e 0,45%) x 3 niveis de fitase
(500, 750 ¢ 1000 FTU) x sexo, e os 4 tratamentos adicionais consistindo das
dietas com 0,45% e 0,35% de fosforo disponivel para cada sexo, configurando-se
os seguintes tratamentos:

1. Dieta basal com 0,45 % fosforo total e 500 FTU.
2. Dieta basal com 0,45 % fosforo total e 750 FTU.
3. Dieta basal com 0,45 % fésforo total e1000 FTU.
4. Dieta basal com 0,35 % fosforo total e 500 FTU.
5. Dieta basal com 0,35 % fésforo total e 750 FTU.
6. Dieta basal com 0,35 % fosforo total e10600 FTU.
7. Dieta basal com 0,45% de fosforo disponivel e 0 FTU.
8. Dieta basal com 0,35% de fésforo disponivel e 0 FTU.

Os dados foram analisados através do pacote computacional SAS (S4S
User’s guide: statistics) e as médias de tratamentos, de acordo com o teste de t,
através do pacote computacional SISVAR (Sistema de Analise de Varidncia para
Dados Balanceados), descrito por Ferreira (1998).

O modelo estatistico usado para analisar os dados do experimento foi:
Yikl=p+P;+F;+ S, + PFgj) + PSqxy + FSqyy + PFSiy + Caaiy + €5u

onde:
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Yijkl = Observagéo 1 do nivel de fosforo i, com o nivel j de fitase e no sexo k;

p = Média geral;

Pi = efeito do nivel de fosforo total i, ondei=1 e 2;

Fj = efeito do nivel de fitase j, onde j=1, 2 ¢ 3;

Sk = efeito do sexo k, onde k=1 ¢ 2;

PF(ij) = efeito da interacdo entre o nivel i de fosforo total e nivel j de fitase;
PS(ik) = efeito da interagdo entre o nivel i de fosforo total e sexo k;

FS(jk) = efeito da interagfo entre o nivel j de fitase e sexo k;

PFS(ijk) = efeito da interagiio entre o nivel i de fosforo total, nivel j de fitase e

sexo k;

C(ii) = contraste entre os tratamentos com niveis de fosforo disponivel ¢ de
fosforo total i para o sexo k;

e(ijkl) = erro associado a cada observagdo.

3.5 QUARTO EXPERIMENTO: Efeito da fitase na biodisponibilidade de
célcio em dietas de frangos de corte na fase inicial.

O experimento foi realizado para avaliar o desempenho (1 a 21 dias de
idade das aves) e o abate foi feito no 27° dia de idade das aves, para retirada de
amostras de tecidos.

Delineamento experimental e anilise estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso, com quatro
repetigdes, € os tratamentos em arranjo fatorial 3 x 4 x 2, sendo trés niveis de
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fitase (0,500 e 1000 FTU) x quatro niveis de calcio (0,7, 0,8, 0,9 e 1,0%) x sexo,
configurando-se os seguintes tratamentos:

1. Dietas basal 0,7% de calcio sem fitase.

2. Dieta basal 0,8% de calcio sem fitase.

3. Dieta basal 0,9% de calcio sem fitase.

4. Dieta basal 1,0% de calcio sem fitase.

5. Dieta basal com 0,7% de calcio e 500 FTU.
6. Dieta basal com 0,8% de calcio e 500 FTU.
7. Dieta basal com 0,9% de calcio e 500 FTU.
8. Dieta basal com 1,0% de calcio € 500 FTU.
9. Dieta basal com 0,7% de calcio e 1000 FTU.
10. Dieta basal com 0,8% de calcio e 1000 FTU.
11. Dieta basal com 0,9% de calcio e 1000 FTU.
12. Dieta basal com 1,0% de calcio e 1000 FTU.

Os dados foram analisados através do pacote computacional SISVAR
(Sistema de Anilise de Variancia para Dados Balanceados), descrito por Ferreira
(1998).

O modelo estatistico usado para analisar os dados do experimento foi:
Yiu = p + Ci +F; + S + CFy + CSq + FSuy + SFCoy + 5
onde:

Y = Observagdo 1 do nivel de calcio i, com o nivel j de fitase e no sexo k
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pn = Média geral;

Ci = efeito do nivel i de calcio, ondei= 1, 2, 3, 4;

Fj = efeito do nivel j de fitase, onde j= 1, 2, 3;

Sk = efeito do sexo k, onde k=1, 2;

CF(ij) = efeito da interagio entre o nivel i de calcio e nivel j de fitase;

CS(ik) = efeito da interagdio entre o nivel i de calcio e sexo k;

FS(jk) = efeito da interagdo entre o nivel j de fitase e sexo k;

CFS(ijk) = efeito da interagdo entre o nivel i de calcio, nivel j de fitase e sexo k;
e (ijk) = erro associado a cada observagdo.

3.6 Dietas experimentais

As dietas isocaloricas e isoproteicas, para 0 3 e 4° experimento da
segunda etapa (Tabelas 3 ¢ 4), foram formuladas 4 base de milho e farelo de soja,
suplementadas com vitaminas, minerais e aditivos seguindo as recomendagdes de
Rostagno, Barbarino Jr e Barboza (1996), com excegio do fosforo e calcio.

No terceiro experimento, os tratamentos constaram de dietas contendo
500, 750 e 1000 FTU/kg de dieta, cada uma com 0,35 % e 0,45% de fosforo total
e de dietas testemunhas sem adigio de fitase, com 0,35% e 0,45% de fosforo
disponivel. Houve adigdo de fosfato bicalcico para completar as exigéncias de
fosforo quando foi necessario. Nas dietas com fitase, todo o fosforo do milho e do
farelo de soja foi considerado disponivel. O calcio foi mantido em 0,9 %.
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No quarto eiperimento, os tratamentos constaram de uma dieta basal
(sem fitase) e de dietas com niveis de 500 ¢ 1000 FTU/g aplicadas em quatro
niveis de calcio, 0,7, 0,8, 0,9 e 1,0%. Foi mantido em 0,45% o fésforo disponivel.

Nas Tabelas 1 a 4 sdo mostradas, respectivamente a composicio dos
ingredientes, dos suplementos mineral e vitaminico € a composigio das dietas
experimentais utilizadas no 3¢ e 4° experimentos.

TABELA 1. Composigio dos ingredientes utilizados nas dietas.

Milho grio' 3350° 7.8 0.20 0.35 024" 022 0.02
Milho grio® 3350 878 0200 035 024 0.26 0.03
Farelodesoja’  2230° 4865 065 134" 293 066 0.32
Farelodesoja”  2230° 4586 065 134 293 06l 0.41

Oleo de soja 8800 - - - - -~ -
Fosf. Bicalcico' - - - - - 1897 22.55
Fosf. Bicalcico® - - - - - 1970 23.71
Calcério' - - - - - - 39.86
Calcério® - - - - - - 39.86
Metionina-DL - - 98.0 - - - -
Sal (NaCl) - - - - - - -

—_—__—-———___—__.—___—_—_——__
* Retirados da tabela do NRC (1994); os demais foram determinados em
laboratério. ' ©%/ 3° Experimento e 4° Experimentos, respectivamente.
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TABELA 2. Composi¢do do suplemento mineral e vitaminico dos experimentos.

Vitamina A Ul 3.500.000,000 14.000 1.600.000,000 8.000
Vitamina D; Ul 625.000,000 2.500 500.000,000 4.000
Vitamina E mg 6.250,000 25,0. 3.200,000 16,0
Vitamina K3 mg 750,000 30 400,000 2,0
Tiamina B, mg 500,000 2,0 300,000 ' 1,5
Riboflavina B, mg 1.250,000 50 800,000 4,0
Piridoxina Bs mg 1.000,000 4,0 400,000 2,0
Bn2 mg 6,250 0,025 3.000,000 0,015
Acido nicotinico mg 8.750,000 35,0 6.000,000 30,0
Acido pantoténico mg 3.000,000 12,0 2.200,000 11,0
Biotina mg 25,000 0,100 10,000 0,050
Acido folico mg 250,000 0,1 100,000 0,5
Vitamina C mg 12.500,000 50,0 - -
Colina mg 200.000,000 800 90.000,000 450
Metionina mg 450.000,000 1.800 360.000,000 1.800
Antioxtdante mg 125,000 0,5 6.000,000 30,0
Promotor de crescimento mg 5.000,000 20 2.000,000 10
Anticoccidiano mg 100.000,000 400 20.000,000 100
Selénio mg 180 0,18 60 0,3
Iédo mg 700 0,7 120 0,6
Ferro mg 50.100 50,1 12.000 60,0
Cobre mg 10.000 10,0 1.600 8,0
Manganés mg 78.000 78,0 14.000 70,0

Zinco mg 55.000 35,0 . 10.000 50,0




TABELA 3. Composicio das dietas do 3° experimento

Milho mofdo 548,9 5489 5489 584.9 584.9 584,9 584.9 5849
Farelo de soja 3542 . 3542 3542 3542 3542 3542 3542 3542
Sal (NaCl) 5,0 50 50 50 50 50 5,0 5,0
Suplemento. mineral' 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Suplemento. vitaminico.? 4,0 4,0 40 40 4,0 4,0 4,0 4,0
Oleo de soja 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0
DL-metionina 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Lisina 0,2 0,2 0,2 0,2 02 0,2 0,2 0,2
Calcario 17,1 17,1 17,1 20,6 20,6 20,6 8,6 12,0
Fosfato. bicélcico 5,7 5,7 5,7 - - - 19,6 13,7
Caulin 53 525 5,20 75 745 7,40 - 2,3
Fitase 0,10 0,15 0,20 0,10 0,15 0,20

TOTAL 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Energia metabolizivel (kcal/kg) 3000

Proteina bruta (%)* 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13
Metionina+cistina (%) 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881
Lisina (%) 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165
Triptofano (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Fésforo total (%)* 0,45 0,45 0,45 0,35 0,35 0,35 0,684 0,587
Fésforo disponivel calculado (%) 0,22 0,22 0,22 0,12 0,12 0,12 0,45 0,35
Célcio (%)* 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,90 0,09 0,90

* Determinados em laboratério; os demais foram calculados.
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TABELA 4. Composigio das dietas do 42 experimento

Milho mofdo 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86 579,86
Farelo de soja 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16 355,16
Sal 50 5,0 50 5,0 50 50 50 50 50 50 50 50
Suplemento 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 50
Oleo 2372 2372 23,72 2372 23,72 2372 2372 2372 2372 23,72 23,72 23,72
DL-met. 023 0723 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 0,23 023 023
Lisina 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16 0,16
Calcério 3,167 5869 8,572 1,1 3,167 5869 8572 11,16 3,167 5,869 8,572 11,06
Fosfoto bicaleico 19,61 19,61 19,61 19,61 1961 19,61 1961 19,61 19,61 19,61 19,61 19,61
Caulin 8,093 5391 2688 - 7993 5291 2588 - 7,893 5,191 2,488 -

Fitase - - - - 0,10 0,10 0,10 0,10 0,20 0,20 020 0,20

1000 1000 1000 1000 1

1000

TOTAL

“EM. (keal/kg)

1000 1000
3.000

3.000

1000

3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000 3.000
P.B (%)* 2,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 21,13 24,13 21,13
Met.+cis. (%) 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881 0,881
Lisina (%) 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165 1,165
Triptofano (%) 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18 0,18
Fosforo total (%)* 0,6858 0,6858 0,858 0,6858 0,6858 0,6858 0,6858 0,858 0,6858 0,6858  0,6858 0,6858
Fésforo disp. (%) 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Célclo (%)* 0,7 0,8 0,9 1,0 0,7 0.8 0,9 1,0 0,7 038 0,9 1,0

* Determinados em laboratério;

experimento).

os demais foram calculados. 1/ Suplemento mineral e vitaminico (Tabela 2 - 4°



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRIMEIRA ETAPA: Determinaciio da atividade enzimitica da fitase

4.1.1 PRIMEIRO EXPERIMENTO: Efeito de formas e condicies de
armazenamento da fitase pura, sobre a atividade da enzima.

Os valores médios de atividade enzimitica da fitase no primeiro
experimento estdio na Tabela 5 e a andlise de varidncia no anexo A. A
temperatura ambiente apresentou médias de 21,8 € 27,7 °C para as minimas e
maximas, respectivamente. A temperatura minima no periodo foi de 19 °C e a
maxima, de 31 °C. As amplitudes foram uniformes (Figura 2).
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FIGURA 2. Temperatura ambiente no interior do laboratério de bioquimica
durante a avaliagdo do 1° e 2° experimentos da primeira etapa.
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TABELA 5§ - Valores médios de atividade da fitase (FTU/g) no primeiro
experimento.

0 5416 b 4839

14 5279°  5038° 5094 ® 4645 ¢ 4629 ¢
28 5258° 5064 ° 5010® 4478° 4064 ¢
42 5244°  5054° 4993 ° 4199 °© 3818 ¢
56 5205°  5053° 4986 ° 4148° 3603 ¢
70 5138 5031 4928° 3818° 3411¢
84 5092°  5015% 4922° 3517°¢ 3331¢
98 5079°®  4925° 4758 3188¢ 3279 ¢
112 4876°  4830° 4669 ° 2753 ¢ 3244 ¢
Média 5177°  5013° 4935°¢ 3954 ¢ 3841°

MEDIA GERAL 4584 FTU/g
COEF. DE VARIACAO DA FORMA DE ARMAZENAMENTO: 1.94%
COEF. DE VARIACAO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO: 1.45%

Meédias com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05)
pelo teste de Tukey.

Houve interag3o significativa entre a forma e tempo de armazenamento
(P<0,05) sobre a atividade enzimatica da fitase. O teste de tukey mostrou que, na
média, a fitase pura, armazenada em diferentes temperaturas, mostrou-se superior
quando comparada aos tratamentos em que 2 elas foram misturadas aos
suplementos mineral e vitaminico, ¢ armazenada em temperatura ambiente. A
atividade enzimatica da fitase armazenada a zero °C apresentou maiores valorés
de atividade quando comparada aos demais os tratamentos. Os resultados obtidos
neste experimento confirmam os de Swick e Ivey (1992), quando afirmam que a
efetividade do uso da fitase e sua estabilidade dependem da forma de

armazenamento e do processamento aos quais ¢ submetida.
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Cowan (1993), explicando o processo de produgdio, distribuigio e
aplicacdo de enzimas as ragdes, afirmou que a atividade enzimatica é mantida por
trés meses em produtos liquidos e até seis meses em forma de p6 em temperaturas
menores que 25 °C. Quando a enzima ¢ misturada & ragio, a atividade pode ser
mantida, no minimo, por trés meses.

A queda na atividade da fitase armazenada em suplementos pode ser
explicada pela presenga de substincias higroscipicas como o sulfato de ferro,
sulfato de zinco, cloreto de colina e cloreto de sédio, que possuem efeitos
adversos na estabilidade da fitase (Basf, 1996). O pH da colina ¢ bastante alto em
relagdo as demais vitaminas, o que pode procovar efeitos causticos, afetando
ainda mais a atividade da fitase (Islabdo, 1982 ¢ Combs Jr, 1992).

Segundo o fabricante desta enzima, as possiveis solugdes seriam proteger
a mistura da absor¢do de Agua usando somente elementos traco com baixo
conteudo de 4gua de cristalizagio e armazeni-la nestas condigdes por pouco
tempo (2 a 4 semanas); preparar o suplemento sozinho e/ou trabalhar com dois
tipos de suplementos, como exemplo um com os elementos trago contendo alto
teor de gua de cristalizago, cloreto de colina, etc, e outro contendo as enzimas,
vitaminas, promotores de crescimento, aminoacidos, etc, evitando, assim, perda
da atividade da enzima.

A Figura 3 mostra o efeito linear decrescente sobre o tempo de
armazenamento da fitase (P<0,05) para o tratamento em que a enzima pura foi
armazenada a zero °C. Efeitos quadraticos foram observados nos demais
tratamentos. As perdas nas atividades foram de 9,97%; 5,44%; 7,71%; 43,11% ¢
37,49% para fitase pura armazenada a zero °C, 4 °C, temperatura ambiente,
fitase armazenada ao suplementos mineral e fitase armazenada ao suplemento
vitaminico, respectivamente. Os resultados obtidos indicaram que a fitase
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armazenada na forma pura em diferentes temperaturas apresentou menores
perdas de atividade ao longo do tempo de armazenamento quando comparada aos
tratamentos em que foi misturada aos suplementos mineral e vitaminico e
armazenada a temperatura ambiente.

T1- ¥ = 5389,7111 - 3,8068X; R? = 0,9047
T2- ¥ = 5056,8061 + 0,6674X - 0,0357X% R? = 0,0491
T3- ¥ = 5065,8030 + 1, 3132X - 0,0284X7 R* = 0,8874

4000

A

T4-Y = 4795,8454 - 8,1074X - 0,0872X2 R? = 0,9942
A

TS - Y = 5132,0909 - 39,4337X - 0,2064X2;, R? = 0,9920

Atividade da Fitase (FTU/kg)

3000

OObservada (T1) 0 Observada (T2) v Observada (T3) + Estimada (T4) & Observada (T5)
ro-Estimada (T1) -#Estimada (T2) - Estimada (T3) 3¢ Observada (T4) % Estimada (T5)
{ I 1 i ] I ] 1

0 14 28 42 56 70 84 98 112
Armazenamento (dias)

2000

FIGURA 3. Atividade enzimitica da fitase em fungfio do tempo de
armazenamento de acordo com os tratamentos.
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4.1.2 SEGUNDO EXPERIMENTO: Efeito de diferentes formas de mistura
da fitase as racdes, armazenadas a temperatura ambiente, sobre a

atividade da enzima.

Os valores médios de atividade enzimatica da fitase no segundo
experimento s3o apresentados na tabela 6 é a analise de variincia no anexo A. A
temperatura ambiente apresentou médias de 21,7 € 27,1 °C para as minimas e
maximas, respectivamente. A temperatura minima no periodo foi de 19 °C ¢ a
maxima de 31 °C. As amplitudes foram uniformes (Figura 2).

TABELA 6 - Valores médios de atividade da fitase (FTU/kg) no segundo
experimento.

0 5140 4930 50 2184
7 5054 4496 4900 2130
14 4831 4398 4863 1999
21 4825 4376 4856 1988
27 4581 4363 4949 1954
35 4564 4202 4796 1930
42 4515 4192 4683 1793
49 4439 4139 4657 1780
56 4439 4073 4644 1779
Média 4710° 4352° 4818 ° 1949 ¢

MEDIA GERAL 3957 FTU/kg
COEF. DE VARIACAO DA FORMA DE ARMAZENAMENTO: 7.47 %
COEF. DE VARIACAO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO: 6.32 %

Médias com letras diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05)
pelo teste de Tukey.
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Nao houve interagdo significativa entre tempo e forma de armazenamento,
entretanto, a forma e o tempo de armazenamento influenciaram a atividade
enzimatica da fitase (P<0,05). O teste de tukey mostrou que a fitase misturada
diretamente 4 ragdo € a fitase misturada ao suplemento mineral ¢ apés 5 horas
misturada diretamente 4 ragdo apresentaram atividades enzimaticas superiores
aos demais tratamentos.

Comparando-se os tratamentos aos quais a fitase foi misturada
diretamente 4 ragdo, observa-se que a peletizagdo provocou perda significativa de
56,44% da atividade enzimética inicial quando comparada & fitase misturada
diretamente 4 ragdo ¢ armazenada 4 temperatura ambiente. Estes resultados
confirmam os encontrados por Simons et al. (1990), quando testaram o efeito da
peletizacdo em ragdes. Estes autores observaram que o aumento da temperatura
de condicionamento de 50 para 60 °C e da peletizaggo de 78 para 87 °C provocou
perda significativa na atividade original que era de 250 FTU/kg de ragdo para
115 FTU/kg de ragdo, correspondendo a uma redugio na atividade de 54%.

Contradizendo estas afirmagdes, Newman (1991), citado por Zanini
(1997), verificou que a fitase perdeu apenas 16% de sua atividade original
quando peletizada a 90 °C por 30 minutos, mostrando que a fitase possui boa
estabilidade.

A recomendagdo para o armazenamento da fitase é de 4 meses em locais
secos ¢ frescos apds a sua produgio. Em ragSes fareladas, observaram-se perdas
deatélOalS%emraqé&sdepoedeiras,annazenadaspor4mmem
temperatura ambiente. Durante a peletizagdo, a perda da atividade inicial ¢é
esperada ¢ dependente da temperatura, quantidade e tipo de vapor e tipo de pelete
(comprimento e didmetro) (Basf, 1996).
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As temperaturas dos grios apds peletizagio excedem 55 °C e as dos
peletes, 75 °C, causando um estresse hidrotérmico grande, podendo desnaturar a
fitase, proteinas e outras enzimas. Aconselha-se, sob estas condigdes, pulverizar a
fitase (5000 L liquida) sobre os peletes; esta permanecers estavel por 4 meses,
armazenada em temperaturas frias (Basf, 1996). E aconselhavel investigar a
perda da atividade da fitase sob condigdes de peletizagio, ja que muitas
controvérsias ainda existem a este respeito.

A andlise de regressdo para tempo de armazenamento, em relagio as
formas de armazenamento, indicou efeitos lineares decrescentes ao longo dos 56
dias de avaliagdo (P<0,05) (Figura 4).Pode-se observar que as perdas nas
atividades enziméticas da fitase a0 longo dos 56 dias, foram de 7,38%; 13,64%:
17,38% e 18,54% para fitase misturada diretamente a ragdo, fitase misturada ao
suplemento mineral ¢ ap6s 5 horas & ragdo, fitase misturada ao suplemento
vitaminico € apés 5 horas & ragfo e fitase misturada diretamente & ragio e esta
posteriormente peletizada, respectivamente.
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FIGURA 4. Atividade enzimitica da fitase em funcio do tempo de
armazenamento de acordo com os tratamentos.

4.2 SEGUNDA ETAPA: Efeito da fitase na biodisponibilidade de cilcio e
fésforo em dietas de frangos de corte na fase inicial

4.2.1 Resultados do terceiro experimento: Avaliagiio do desempenho
Os valores médios em ganho de peso, consumo de ra¢do e conversio
alimentar, aos 21 dias de idade das aves, sdo apresentados na tabela 7 e 8. As

anilises de varidncia si0 mostrados no anexo B. As condi¢Ses ambientais foram
normais, com médias de 19,4 e 34,4 °C para as temperaturas minimas ¢ maximas,
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o, @ mee ia e

respectivamente. A temperatura minima no periodo foi de 15 °C e a maxima de
38 °C. Houve muita variagdo nas amplitudes (Figura 5).
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FIGURA 5. Temperaturas no interior da sala experimental durante a realizagdo

do 3¢ experimento.
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TABELA 7. Médias do ganho de peso, consumo de ragio e conversio alimentar

dos frangos no periodo de 1 a 21 dias de idade, observados durante
o 3° experimento.

500 273 628 530 871% 1,95  130%

750 3828 g55* 606" 910* 1,62 1,39*

1000 5758 658 799 9044 . 140% 1,384
Macho 549° - 779° 1,57
Fémea 507° 761° . 1,47
Média geral 571 816 1,48
CV (%) 7,31 11,82 15,11

e R e —.

Médias com letras maiusculas diferentes na mesma linha e mintsculas nas
colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.

TABELA 8. Médias do ganho de peso, consumo da dieta ¢ conversio alimentar

dos frangos no periodo de 1 a 21 dias de idade, observados nos
contrastes, durante o 3° experimento.

IMacho 722,88° 673,95° 963,74  925,55° 1,41° 1,34°
()
0,45% C:2Fémea 677,22° 619,63° 924,96  864,05° 1,37° 1,40°
C:1Macho 696,45° 424,74° 98563°  632,82° 1,41° 1,57°
0,35%

C:2Fémea 697,31° 39500° 95302° 657,13 137 1,74°

» b
Médiascomletrasdiferentwminﬁscu]asnamesmalinhadiferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.

1 e 2/ Fésforo disponivel ¢ fosforo total, respectivamente.
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a) GANHO EM PESO: A anilise de varidncia indicou interagdio
significativa entre os niveis de fosforo total e niveis de fitase (P<0,05) para ganho
de peso (Tabela 7). Efeitos significativos foram observados para sexo (P<0,05).
Segundo o teste de t de Student, os machos ganharam mais peso que as fémeas; a
suplementacdo dos trés niveis de fitase, em 0,45% de fosforo total, ndo
apresentou resultados significativos, mas no nivel 0,35% de fosforo total,
conforme o nivel de fitase foi aumentado, os valores de ganho de peso também se
elevaram, alcangando os maiores valores com o nivel 1000 FTU.

Os resultados observados neste experimento (Tabela 7) assemelham-se
aos encontrados por Munaro et al. (1996a), que afirmam que os machos tiveram
maior ganho de peso que as fémeas e que o melhor nivel de fitase para este
parametro foi o 1000 FTU/kg, contradizendo os resultados de Simons et al.
(1990) e Farrel, Martin e Farrel (1993), que indicaram que a adi¢io de niveis
crescentes de fitase ndo provoca aumento ou diminuigio linear de ganho de peso.

Néo ocorreram diferengas significativas no ganho de peso quando o nivel
0,45% de fosforo disponivel contra 0,45% de fésforo total foram utilizados, nos
dois sexos; entretanto, quando o nivel de 0,35% de fosforo disponivel contra
0,35% de fosforo total foi utilizado, efeitos significativos foram observados, tanto
para machos como para fémeas (P<0,05) (Tabela 8). Considerando-se que a
diferenga entre as dietas era a presenca ou nio da fitase, admite-se que a sua
suplementagio na ragdo liberou eficientemente o fosforo fitico das dietas & base
de milho e soja, sem prejudicar o ganho de peso, concordando com resultados de
Munaro (1993).

Simons e Versteegh (1990) avaliaram a suplementagio de niveis de fitase
a dietas com niveis reduzidos de fosforo sobre o desempenho € a excregio de
fésforo em pintos de corte com 1 a 24 dias de idade. Verificaram que no nivel
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0,45%', em relagdo ao 0,75% de fosforo total sem suplementagdo de fitase, o
desempenho foi afetado. Quando o nivel 0,45% de fosforo total recebeu niveis
crescentes de fitase, uma melhora significativa no ganho de peso foi observada.
Estes autores concluiram que 750 U de fitase/kg em 0,45% de fosforo total
proporciona desempenho equivalente ao tratamento 0,75% de fosforo total sem
fitase.

Munaro et al. (1996b) testaram niveis crescentes de fitase no
aproveitamento do fosforo fitico do milho, farelo de soja e farelo de arroz
desengordurado, em substituigdo total do fosfato bicalcico, em ragdes de frangos
de corte. As dietas foram formuladas substituindo o milho pelo farelo de arroz
desengordurado nas proporgdes 10% ¢ 15%, com niveis crescemtes de
suplementagio de fitase (500, 750 e 1000 FTU/kg). Duas testemunhas foram
utilizadas, sendo uma dieta sem farelo de arroz desengordurado, contendo 750
FTU/kg de ragdo, € outra sem farelo de arroz desengordurado e sem fitase. Os
resultados observados mostraram que a inclusio dos niveis de farelo de arroz
desengordurado e de fitase no prejudicaram o desempenho dos frangos e nem
diminuiram os teores de fosforo nas tibias e no plasma sanguineo, com reducio
significativa nos teores de fosforo excretado.

Em outro experimento, Munaro et al. (1996c), substituindo totalmente o
fosfato bicalcico pela fitase nos niveis 250, 500, 750, 1000 e 1250 FTU/kg de
ragdo e por farelo de arroz, determinaram o nivel adequado de fitase (FTU/kg) a
ser utilizado em rag3es de frangos de corte. Observaram que os maiores niveis de
fitase (1000 e 1250 FTU/kg de ragiio) foram benéficos para os frangos durante 5
semanas, coincidindo com a fase de maior necessidade dietética por fosforo. As
ragdes contendo 15% de farelo de arroz desengordurado e fitase promoveram
desempenho semelhante a0 de ragdes comercialmente disponiveis.
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Lima (1995) e Brugalli (1996), utilizando dictas com diferentes niveis de
fésforo diponivel (0,15, 0,25, 0,35, 0,45 € 0,55%) ¢ 3000 kcal EM/kg, para
pintos de 1 a 21 dias criados com separagdo de sexo, verificaram que o nivel
0,45% de fosforo disponivel apresentou o melhor desempenho.

Runho (1998) citado por Rostagno ¢ Silva (1998), obteve as estimativas
de exigéncia de fosforo disponivel através de modelos de regressio quadratica e
linear response plato (LRP), utilizando os parimetros de ganho de peso,
conversdo alimentar ¢ resisténcia da tibia 3 quebra. Estabeleceu, assim, a
exigéncia de 0,45% de fosforo disponivel para pintos de 1 a 21 dias de idade
recebendo dietas contendo 3000 kca EM/kg.

b) CONSUMO DE RAGAO: A analise de varidncia nio indicou efeitos
significativos para sexo no consumo de ragio, mas observou-se interagdo
significativa entre os niveis de fosforo e niveis de fitase (P<0,05). N3o ocorreram
diferengas significativas quando os trés niveis de fitase foram suplementados em
0,45% de fosforo total, mas no nivel 0,35% de fosforo total, os niveis 500 e 750
foram inferiores ao 1000 FTU/kg, segundo mostrou o teste de t de Student.
Ainda, o nivel 0,45% de fosforo total apresentou maiores consumos que 0,35% de
fésforo total, em todos os niveis de suplementagiio de fitase. Neste experimento, o
maior consumo de dieta ocorreu no nivel 1000 FTU/kg, indicando a necessidade

de ingestdo de maior quantidade de fosforo pelo organismo.

Na Tabela 8, pode-se observar que no consumo da dieta, no contraste
0,45% de fosforo disponivel, contra 0,45% de fosforo total, nio foram
observados efeitos significativos para nenhum dos sexos. Considerando-se que a
diferenca entre as dietas no nivel 0,45% de fosforo era a presenga ou nio da
fitase, admite-se que a sua suplementagio nas dietas liberou eficientemente o
fésforo fitico das dietas & base de milho e soja, sem prejudicar o desempenho;
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entretanto, quando o nivel 0,35% de fosforo disponivel foi comparado ao 0,35%
de fésforo total, o consumo de dieta foi afetado (P<0,05); assim, machos e fémeas
alimentados com dietas em fosforo disponivel apresentaram maior consumo. A
deficiéncia de fosforo nas dietas causa perda do apetite nas aves, resnitando em
menor consumo de ragdo quando comparado as dietas com niveis de fosforo mais
elevados Scott, Nesheim e Young (1982).

Souza (1992) e Munaro et al. (1996b), nfo encontraram diferencas
significativas no consumo de ragfio em todos os tratamentos, apenas que 1o nivel
1000 FTU/kg o consumo foi inferior na 4%, 5° ¢ 6° semanas.

Pemney (1993) verificou que utilizando ragdes contendo 0,32, 0,34, 0,38 ¢
0,44% de fosforo disponivel com niveis crescentes 250, 500 ¢ 750 U de fitase/kg,
em pintos de corte de 4 a 10 dias, o ganho de peso das aves que receberam 0,32%
de fésforo disponivel suplementadas com 500 U de fitase/kg foi similar ao das
aves que receberam 0,38% de fosforo disponivel.

c¢) CONVERSAO ALIMENTAR: Os resultados da anilise de variancia
ndo indicou efeitos significativos para sexo, mas houve interagio significativa
entre os niveis de fosforo e niveis de fitase (P<0,05). Nio houve diferenca na
conversdo alimentar em nenhum dos niveis de fitase quando o nivel 0,45% de
fosforo total foi utilizado, mas no nivel 0,35%, a melhor conversio foi obtida com
os niveis 750 ¢ 1000 FTU (Tabela 7). Comparando-se a suplementagio de fitase
com os niveis de fosforo, observa-se que apenas no nivel 0,35%, com 500 FTU, a
conversdo alimentar foi pior. Os resultados encontrados assemelham-se aos de
Souza (1992) e Munaro et al. (1996a), segundo os quais nenhum dos tratamentos
afetou a conversio alimentar, apenas o nivel 1000 FTU/kg apresentou melhor
conversdo alimentar aos 28 dias.
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A tabela 8 mostra que a conversio alimentar nio foi afetada pelos
contrastes 0,45% de fosforo disponivel contra 0,45% de fosforo total, em nenhum
dos sexos (P>0,05), nem nos niveis 0,35% de fosforo disponivel contra 0,35% de
fosforo total para machos; entretanto, este mesmo contraste nas fémeas foi
significativo (P<0,05).

4.2.2 Percentagem de cinzas, cilcio e fosforo nas tibias mo terceiro
experimento.

Os teores médios de cinzas nas tibias, cilcio e fosforo nas cinzas das

tibias dos frangos com 27 dias de idade, sdo apresentados nas tabelas 9 e 10. As

analises de varidncia s3o mostrados no anexo B.

TABELA 9. Teores médios de cinzas nas tibias, calcio e fosforo nas cinzas das
tibias dos frangos com 27 dias de idade, observados durante o 3°
experimento.

500 43,58 4899 4628° 2903 34,72 31,87° 14,30 1815 1622
750 45,13 49,56 4734® 3037 3621 3329° 1600 1891 1745
1000 45,82 50,18 48,00° 3126 37,69 3448 1646 1923 17,84°

Média 44,84 49577 30,22 36,20 15,59 18.76"
Macho 4920 33,98° 18,05°
Fémea 47,53° 33,34° 18,14*
Média geral 48,37 33,66 18,10
Ccv 3,92 7,90 7,89

%
Médias com letras maitisculas diferentes na mesma linha e mintsculas nas
colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.
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TABELA 10. Teores médios de cinzas nas tibias, cilcio e fosforo nas cinzas das
tibias dos frangos com 27 dias de idade, observados nos
contrastes, durante o 32 experimento..

C:1Macho 51,79 5042° 37,79 3582° 2076  18,74°
C:2Fémea  50,81° 48,72° 3889 3659 2149° 18,78°

0,45%

C:1Macho 52,87 458" 31,23° 30,08° 2021° 1574
C:2Fémea  51,88° 43,78 32,10° 30,36° 21,05 1542°

Médias com letras difcrentes mintisculas na mesma linha diferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.

1 e 2/ Fésforo disponivel e fosforo total, respectivamente.

0,35%

a) CINZAS: Nio houve interagio significativa entre sexo, niveis de fitase
e niveis de fosforo, entretanto, efeitos significativos foram observados no sexo
(P<0,05), niveis de fosforo (P<0,05) e niveis de fitase (P<0,05). A Tabela 9
mostra que o nivel 0,45% de fosforo total apresentou os maiores teores de cinzas
nas tibias dos machos, segundo o teste de t de Student. Quando o nivel 1000
FTU/kg de fitase foi utilizado, maiores valores de cinzas foram observados. Estes
resultados confirmam os encontrados por Nelson et al. (1968), que encontraram

elevagdo nos niveis de cinzas nos ossos com o aumento nos niveis de fitase.

Nelson ¢ Walker (1964) afirmaram que o parimetros cinzas nos ossos &
mais eficiente que o ganho de peso, na avaliagio de fosforo. Munaro (1993) n3o
encontrou diferencas significativas nos teores de cinzas em nenhum dos
tratamentos utilizados.

A tabela 10 mostrou que o contraste 0,45% de fosforo disponivel, contra
0,45% de fosforo total, ndo apresentou diferengas significativas nos teores de
cinzas nas tibias dos machos (P>0,05), indicando que a suplementacio de fitase
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conseguiu manter os mesmos teores de cinzas nas tibias, quando comparadas ao
tratamento sem fitase. Este mesmo contraste para fémeas foi significativo
(P>0,05), mostrando que o tratamento com fosforo disponivel apresentou maior
deposicdo de cinzas nas tibias quando comparado ao tratamemto com
suplementagio de fitase. As dietas contendo 0,45% de fosforo apresentaram
maior consumo de ragio e, consequentemente, maior consumo de minerais que o
tratamento com 0,35% de fosforo, o que resultou em maior deposicio de cinzas
nas tibias (Tabela 10). O contraste 0,35% de fosforo disponivel apresentou maior
deposigio de cinzas nas tibias quando comparado ao tratamento 0,35% de fosforo
total, em ambos os sexos (P<0,05).

Lima (1995), utilizando pintos de corte de 1 a 21 dias, adotando como
pardmetros o ganho de peso, resisténcia 4 quebra, porcemtagem de cinzas e
porcentagem de fosforo, verificou que ocorreram variagdes na biodisponibilidade
de fosforo nas diferentes fontes utilizadas.

Schoner, Hoppe e Schawarz (1991) utilizaram dietas & base de milho e
farelo de soja contendo 0,35% de fosforo fitico, 1,0% de fosforo do fosfato
monocalcico, 0,45% de fosforo total e 0,6% de calcio suplementados com niveis
de fitase 0 a 800 FTU/kg, 0 a 1,2 % de fosforo inorganico, 0 a 1,2% de célcio ou
célcio ¢ fosforo juntos. O ganho de peso aumentou com os niveis de fitase,
fosforo e fosforo € calcio, mas ndo pelo calcio. A retengdo de calcio, fosforo e
cinzas foi elevada pela fitase, fosforo, fosforo e calcio, mas ndo pelos niveis de
calcio. Estes autores concluem que as cinzas podem ser usadas como indicativo
da reten¢do de fosforo em frangos com 2 semanas de idade.

Pemey et al. (1993) afirmaram que a porcentagem de cinzas ¢ retengio de
fosforo aumentaram significativamente, independente do conteudo de fosforo das
dietas. Sebastian et al. (1996) verificaram que ragdes contendo 0,33% de fosforo
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disponivel, suplementadas com 600 U de fitase/kg, apresentaram deposigio de
calcio e fosforo superior s obtidas com dietas em que 0,46% de fosforo
disponivel, sem suplementagio de fitase, foi utilizado.

Freitas, Saazad e Teixeira (1996) observaram que frangos recebendo
dietas 0,4% de fosforo disponivel, 2800 kcalkg e 500 FTU/kg de fitase,
apresentaram maior absorgdo de calcio que os tratamentos 0,47% de fosforo
disponivel sem a fitase.

b) CALCIO: A anslise de varidncia indicou efeitos significativos para
niveis de fosforo (P<0,05) e niveis de fitase (P<0,05). Nio houve efeitos
significativos para sexo. Os teores de calcio foram maiores no nivel 0,45% de
fosforo total (Tabela 9). Nos dois niveis de fosforo total, ocorren elevagdo dos
teores de calcio nas tibias conforme o nivel de fitase foi aumentado, sendo os
niveis 750 e 1000 FTU/kg superiores ao 500 FTU/kg, como indicado pelo teste
de t de Student (Tabela 9).

Diferengas significativas nos teores de calcio nas tibias foram observadas
em todos os contrastes testados (P<0,05); nestes, os teores de calcio encontrados
foram maiores nos tratamentos 0,45% de fosforo disponivel (Tabela 10).

Os resultados obtidos demonstram que apesar dos niveis de fitase terem
elevado os teores de calcio nos tratamentos com fosforo total (Tabela 10), os
teores deste elemento nos tratamentos com fosforo disponivel estavam mais
diponiveis para deposi¢io nas tibias. Estes resultados confirmam os encontrados
por Broz et al. (1994) quando testaram 0,44, 0,45 ¢ 0,52% de fosforo total em
dietas de origem vegetal suplementadas com 0, 125, 250 e 500 U de fitase/kg,
para pintos de corte, concluindo que os teores de cinzas, cilcio e fosforo nas
tibias aumentou linearmente com o aumento da fitase.
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Freitas, Sazzad e Teixeira (1996) observaram que frangos recebendo
dietas 0,40% de fosforo disponivel, 2800 kcal/kg e 500 FTU/kg, apresentaram
maior absor¢do de calcio que os tratamentos 0,47% de fosforo disponivel sem
fitase. Confirmando esses resultados, Schoner et al. (1993) afirmaram que a
fitase aumenta a utilizacio de calcio.

c) FOSFORO: A anilise de varidncia indicou efeitos significativos para
niveis de fosforo (P<0,05) e niveis de fitase (P<0,05). Nio houve efeitos
significativos para sexo. O teste de t de Student mostrou que os teores de fosforo
foram maiores no nivel 0,45% de fosforo total. Nos dois niveis de fosforo ocorreu
elevagdo dos teores de fosforo mas tibias, conforme o nivel de fitase foi
aumentado, sendo o nivel 500 FTU/kg inferior aos demais (Tabela 9).

Diferencas significativas nos teores de fosforo nas tibias foram
observadas em todos os contrastes testados (P<0,05) em que os teores de fosforo
encontrados foram maiores nos tratamentos 0,45% de fosforo disponivel (Tabela
10). Apesar da fitase ter hidrolisado eficientemente o fosforo fitico, os teores de
fosforo nos tratamentos com fosforo disponivel estavam mais diponiveis para
deposi¢do nas tibias.

Vogt (1992), utilizando dietas & base de milho e farelo de soja com niveis
0,52; 0,57 e 0,62% de fosforo disponivel, com suplementago de niveis de fitase
de0, 200, 400, 800 ¢ 1600 FTU/kg, por 6 semanas, concluin que dietas contendo
niveis mais baixos de fosforo diminuiram o crescimento e a mineralizagio dos
ossos ¢ aumentou a mortalidade. Todas as variaveis medidas foram anmentadas
com a suplementagio da fitase.

Munaro (1993) cita que os niveis 0, 500, 750 ¢ 1000 U de fitase/kg niio
aumentaram os valores de fosforo nas cinzas das tibias. Munaro et al. (1996 a, b,
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c), diversos ensaios com fitase, concluiram que os diferentes tratamentos
utilizados ndo diminuiram os teores de fosforo nas tibias.

4.2.3 Fésforo no plasma (mg/100ml) do 3° experimento.

Os teores médios de fosforo no plasma dos frangos com 27 dias de idade,
sd0 apresentados nas tabelas 11 e 12. As analises de variincia s3o mostradas no

anexo B.

A analise de varidncia nfio indicou efeitos significativos para sexo. Houve
efeitos significativos para niveis de fosforo (P<0,05) e niveis de fitase (P<0,05).
O teste de t de Student apresentou maiores teores de fosforo no plasma no nivel
0,45% de fosforo total. No nivel 500 FTU/kg, menores valores de fosforo
plasmatico foram observados (Tabela 11). Os niveis 750 e 1000 FTU/kg
mantiveram eficientemente os teores de fosforo plasmatico nos tratamento com
0,45% de fosforo total suplementados com fitase nas ragdes a base de milho e
farelo de soja.

Todos os contrastes testados apresentaram diferengas significativas
quanto aos teores de fosforo no plasma, sendo os maiores observados nos
tratamentos com fésforo disponivel (P<0,05) (Tabela 12).

Estes resultados s3o similares aos encontrados por Munaro (1993), que
encontraram no nivel 500 U de fitase /kg valores inferiores aos demais niveis de
fitase aos 28 dias de idade das aves, e por Broz et al. (1994), testando os niveis
0,44, 0,45 e 0,52% de fosforo total, utilizando dietas de origem vegetal, com
suplementacgo 0, 125, 250 e 500 U de fitase/kg, para pintos de corte, concluiram
que o teor de fosforo inorginico no plasma aumentou linearmente com o aumento
da fitase.
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Munaro et al. (1996 a, b, c) avaliaram diferentes inclusdes de fitase a
dietas de frangos de corte, em que os teores de fosforo no plasma sanguineo nio
diminuiram em nenhum dos tratamentos testados. O valores médios de fosforo
plasmético observados neste experimento (Tabela 11) estio proximos aos
encontrados por Munaro (1993), que foram respectivamente, 6,24; 6,28; 6,18 ¢
5,33 mg/100 ml nos tratamentos 0,45% de fosforo disponivel sem suplementagio
de enzima, 0,45% de fosforo total com 1000 U de fitase/kg, 0,45% de fosforo
total com 750 U de fitase/kg, e 0,45% de fosforo total com 500 U de fitase/kg,
aos 28 dias de idade das aves.

TABELA 11. Teores médios de fosforo no plasma dos frangos (mg/100 ml) com
27 dias de idade, observados durante o 3 experimento.

500 4,82 5,77 5,30°
750 5,89 6,63 6,26
1000 6,36 6,79 6,58
Média 5,69® 6,40*

Sexo

Macho 5,53 6,40 5,97a
Fémea 5,86 6,40 6,13a
Média geral 6,40

CV (%) 10,05

Meédias com letras maitisculas diferentes na mesma linha ¢ minvisculas nas colunas
diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.
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TABELA 12. Teores médios de fosforo no plasma dos frangos (mg/100 ml) com
27 dias de idade, observados nos contrastes, duramte o 3°

experimento.

045%  CiiMacho 7,05° 6,40°
C:2Fémea 7,20° 6,40°
035%  C:lMacho 7,55° 5,52°
C:2Fémea 8,17° 5,86

%
Médias com letras diferentes mintisculas na mesma linha diferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.

4.2.4 Porcentagem de cinzas, cilcio e fésforo nas excretas do terceiro
experimento.

Os teores médios de cinzas, calcio e fosforo nas excretas dos frangos com

27 dias de idade sdo apresentados mas tabelas 13, 14 e 15. As anilises de

variincia s3o mostradas no anexo B.

a) CINZAS E CALCIO: Houve interago significativa entre sexo, niveis
de fosforo ¢ niveis de fitase (P<0,05), para os teores de cinzas e calcio nas
excretas. Segundo o teste de t de Student, os machos excretaram mais cinzas e
cilcio que as fémeas. Em ambos sexos, o nivel 0,35% de fosforo total e 1000
FTU apresentou as menores excregdes de cinzas e calcio (Tabela 13).

Todos os contrastes testados apresentaram diferencas significativas
quanto aos teores de cinzas e calcio nas excretas (P<0,05), e as menores
excregdes deste mineral foram encontradas nos tratamentos contendo 0,35% e
0,45% de fosforo total com fitase (Tabela 15).
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Munaro (1993) observou diferengas significativas nos teores de cinzas
nas excretas aos 28 dias de idade das aves. Os valores encontrados foram 16,30,
13,80, 14,33 e 15,30% para os tratamentos 0,45% fosforo disponivel sem fitase,
0,45% de fosforo total e 1000 U de fitase/kg, 0,45% de fosforo total e 750 U de
fitase/kg € 0,45% de fosforo total e 500 U de fitase/kg, respectivamente, valores
similares observados neste experimento.

TABELA 13. Teores médios de cinzas ¢ calcio nas excretas dos frangos,
observados durante o 3° experimento.

s

Macho
560 15,50° 15,88° 15,69° 2,57° 2,63° 2,6°
750 15,22° 15,21° 15,22 2,24° 2,25° 2,3°
1000 14,50° 15,16° 14,83° 1,98° 2,20° 2,09°
Média 15,074 15,428 2,26™ 2,36°

Fémea
500 15,05° 14,81° 14,93° 2,17° 2,24° 2,21°
750 14,38° 14,73° 14,56° 1,98° 2,21° 2,10°
1000 12,81° 14,54° 13,68° 1,95° 2,13° 2,04°
Média 14,084 14,69° 2,034 2,19
Média geral 15,09 2,24
CV 2,10 2,54

Meédias com letras maiusculas diferentes na mesma linha e mimisculas nas
colunas diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.
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TABELA 14. Teores médios de fosforo nas excretas dos frangos, observados
durante o 3° experimento.

500 .0,53 0,78 0,66°

750 0,52 0,75 0,64°
1000 0,48 0,71 0,60°
Média 0,514 0,75

Macho 0,55 0,79 0,67°
Fémea 0,47 0,70 0,59*
Média geral 0,60

C.V. (%) 2,03

Meédias com letras maitGsculas diferentes na mesma linha e minvisculas nas colunas
diferem significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.

TABELA 15. Teores médios de cinzas, calcio e fosforo nas excretas dos frangos,
observados nos contrastes, durante o 32 experimento.

0,45% C:1Macho 16,32° 1542 2.73° 2,36° 1,75° 0,79°
° C:2Fémea 1541° 1469 235  2,19° 148  0,70°
C:1Macho 16,58° 1507 240° 2,36° 1,22° 0,75°

0,35% b a b b
C:2Fémea 15,31 14,08 2,05 2,03 1,07 0,47"

'<¥ Fosforo disponivel e fosforo total, respectivamente.

Freitas, Sazzad e Teixeira (1996) observaram maior retengio de calcio,
em estudos com fitase, sobre a digestibilidade dos nutrientes nas dietas. Menores

excrecoes deste mineral foram encontrados quando niveis baixos de fosforo,
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energia e fitase foram adicionados as dietas. Schoner et al. (1993) observaram
utilizacio mais eficiente do calcio quando a fitase foi suplementada, mas quando
os niveis de calcio se elevaram nas dietas e a fitase foi suplementada, efeitos
negativos significativos na retengio de calcio foram constatados.

b) FOSFORO: Nio houve interagio significativa entre sexo, niveis de
fosforo e niveis de fitase, entretanto, a analise de variincia indicou efeitos
significativos para sexo (P<0,05), niveis de fosforo (P<0,05) e niveis de fitase
(P<0,05). Segundo o teste de t de Student, as menores excre¢des de fosforo
ocorreram no nivel 0,35% de fosforo total com 1000 FTU/kg de fitase. As fémeas
excretaram menos fosforo que os machos (Tabela 14).

Todos os contrastes testados apresentaram diferencas significativas
quanto aos teores de fosforo nas excretas (P<0,05). Os valores de fosforo
excretados, foram menores nos tratamentos contendo 0,35% e 0,45% de fosforo
total contendo fitase (Tabela 15).

Os resultados obtidos e apresentados na tabela 15 sugerem que a fitase
conseguiu hidrolisar o fosforo fitico, que foi eficientemente retido pelo organismo,
com consequente diminuigio de sua excregio. As maiores excre¢des de fosforo
foram observadas nos tratamentos contendo fosforo disponivel sem fitase, talvez
a quantidade fornecida nestas dietas tenha excedido as exigéncias dos frangos,
sendo o excesso eliminado através das excretas.

Estes resultados confirmam a afirma¢io que Borges (1997) faz em sua
revisdo, na qual a suplementagio de fitase em ragdes com baixos niveis de fosforo
reduz sua excregdo no ambiente. O valor 1,75% de fosforo observado no
tratamento 0,45% de fosforo disponivel para machos assemelha-se aos valores
meédios citados na literatura, que sio de 1,70% (Cromwell, 1991).
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Simons e Versteegh (1990) avaliaram a suplementacdo de niveis de fitase
a dietas com 0,45, 0,60 ¢ 0,75% de fosforo total, sem suplementagio de fitase e
0,45% de fosforo total, com suplementacgo de 250, 500, 750, 1000, 1500 U de
fitase/kg, e seus efeitos na excregdo de fosforo em pintos de corte com 1 a 24 dias
de idade. Verificaram que no nivel 0,45% de fosforo total com niveis crescentes
de fitase, diminuniu a excrecio deste elemento.

Munaro (1993) utilizou o tratamento 0,45% de fosforo disponivel sem
suplementacdo de fitase como referéncia, tomando-se o valor médio de 1,9%
como 100% de fosforo excretado. Assim, obteve redu¢io média de fosforo nas
excretas de 42%, 56% ¢ 53%, valores proximos aos encontrados por Simons et
al. (1990) e Lei et al. (1992). Munaro et al. (1996a, b ¢ c) constataram reducio
significativa nos teores de fosforo nas excretas.

4.3 Resultados do quarto experimento: Avaliacio do desempenho

Os valores médios em ganho de peso, consumo de ragdo e conversio
alimentar aos 21 dias de idade das aves, sdo apresentados na tabela 16. As

analises de variancia sdo mostrados no anexo C.

As condi¢des ambientais foram normais, com médias de 21,6 e 33,9 °C
para as temperaturas minimas ¢ maximas, respectivamente. A temperatura
minima no periodo foi de 19 °C ¢ a2 maxima de 38 °C. As amplitudes foram
uniformes, favorecendo os resultados (Figura 6).
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FIGURA 6. Temperaturas no interior da sala experimental durante a realiza¢do
do 4° experimento.

Néo houve interagdo significativa entre niveis de calcio, niveis de fitase e
sexo, entretanto, as analises de varidncia indicaram efeitos significativos para
sexo. Os machos apresentaram maior ganho de peso (P<0,05), consumo de ragio
(P<0,05) e conversdo alimentar (P<0,05). Como era esperado, os machos
consumiram 5,1% a mais de alimento, ganharam 8,5% a mais de peso e
apresentaram conversdo alimentar 2,75% menor do que as fémeas, segundo teste
de t de Student (P<0,05).

O maior crescimento dos machos pode ser explicado pelo efeito ativador
da testosterona sobre a sintese de RNA-polimerase (Teixeira, 1994). Segundo
este autor, este horménio possui efeito anabolico protéico superior aos demais
esteréides naturais.
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Schoner et al. (1993), utilizando dietas contendo 0,35% de fésforo
disponivel, niveis crescentes de calcio (0,6, 7,5 € 0,9%) e 125, 250, 500 ¢ 1500
FTU/kg de fitase, observaram que a adigdo de fitase aumentou o ganho de peso,
consumo de ragdo e retengdo de calcio e fosforo, para machos.

Pelos valores apresentados na tabela 16, observa-se que o desempenho
ndo foi afetado pelos niveis de célcio utilizados, nem pelos niveis de fitase. Isto
sugere que todos os niveis de calcio utilizados neste experimento atenderam as
necessidades nutricionais das aves.

TABELA 16. Médias do ganho de peso, consumo de ragiio e conversio alimentar
dosﬁangosnopeﬁododelaZldiasdeidadenoquarto
experimento.

e e s N AR R W Rl NN R e e YA LS MULEAY)

Niveis de calcio (%)

0,7 692 984 1,42
0,8 700 989 1,41

0,9 706 1025 1,45

1,0 704 1000 1,42

Niveis de fitase (FTU)

0 701 1005 1,44

500 705 991 1,41

1000 696 1002 1,44

Sexo

Macho 730 1025° 1,41°
Fémea 672° 976° 1,45°
Média geral 701 999 1,43
C.V. (%) 4,83 447 4,95

—_— e
Médias com letras mindsculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.
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Simons e Versteegh (1990) avaliaram a suplementagio de dietas com
0,60, 0,75 ¢ 0,90 de calcio e 0,45, 0,60 ¢ 0,75% de fosforo total, sem
suplementagio de fitase € 0,60% de calcio e 0,45% de fosforo total, com
suplementagdo de 250, 500, 750, 1000, 1500 U de fitase/kg, sobre o desempenho
e a excregdo de fosforo em pintos de corte com 1 a 24 dias de idade. Verificaram
que o nivel 0,45% de fosforo total, em relagio ao 0,75% sem suplementagio de
fitase, afetou negativamente o desempenho, mas quando o nivel 0,6% de calcio e
0,45% de fosforo total e 750 U de fitase/kg foi suplementado, uma methora
significativa no ganho de peso foi observada, equivalendo ao ganho de peso do
tratamento 0,90% de calcio € 0,75% de fosforo total sem suplementagdo de fitase.

Os resultados encontrados neste experimento diferem dos obtidos Reid ¢
Weber (1976), em que esses autores afirmam que o aumento dos niveis de calcio
na dieta, elevam o ganho de peso dos frangos. Gonzales (1987); Furtado (1991) e
Borges (1991) verificaram menor consumo de ragdo em dietas contendo fosfatos
de rochas naturais. Os fosfatos de rochas naturais geralmente apresentam niveis
elevados de fluor, fazendo com que as aves consumam menor quantidade de
ragdo.

Ballam et al. (1984), estudaram o efeito de diferentes niveis de clcio (0,9
¢ 1,0%) e fosforo diponivel (0,12 e 0,45%) em dietas a base de milho e farelo de
soja ¢ a habilidade dos frangos em hidrolisar o fitato, O aumento do nivel de
célcio na dieta para 1,0 % reduziu a hidrélise do fitato independente do nivel do
fosforo disponivel. O aumento do fosforo diponivel para 0,45% aumentou a
hidrélise do fitato na presenca ou nio de niveis de clcio. Em outro experimento,
em que todas as dietas continham 1,0% de célcio, a adi¢dio de fésforo inorganico
como fosfato bicalcico diminuiu a hidrélise do fitato.
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4.3.1 Porcentagem de cinzas, cdlcio e fésforo nas tibias no quarto

experimento.

Os teores médios de cinzas nas tibias, célcio e fosforo, nas cinzas das
tibias dos frangos com 27 dias de idade, sio apresentados na tabela 17. As
analises de varidncia sio mostrados no anexo C.

TABELA 17. Teores médios de cinzas nas tibias, calcio e fosforo nas cinzas das
tibias dos frangos com 27 dias de idade, observados durante o 4°
experimento.

..............................

Niveis de calcio (%)

0,7 50,77 34,83 18,21
0,8 51,67 37,01 18,71
0,9 52,38 3826 19,72
1.0 53,08 39,03 20,60
Niveis de fitase (FTU)
0 51,552 35.81° 1841°
500 51,90° 37,082 19,352
1000 52,48° 38,97° 20,17°
Sexo
MACHOS 52,17° 37,91° 19,18
FEMEAS 51,782 36,662 19,45°
Média geral 51,17 37,28 19,31
C.V. (%) 3% _ 1053 14,84

Médias com letras mimisculas dif_erentes na mesma coluna diferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.
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a) CINZAS: A analise de varidncia indicou efeitos significativos apenas
para niveis de calcio (P<0,05). A analise de regressdo para os efeitos dos niveis
de suplementagdo de calcio indicou haver um efeito linear crescente nos teores de
cinzas nas tibias dos frangos (P<0,05) (Figura 7).

b) CALCIO e FOSFORO: Nio houve interagio significativa entre niveis
de calcio, niveis de fitase e sexo, entretanto, a analise de variincia indicou efeitos
significativos para niveis de célcio (P<0,05) ¢ niveis de fitase (P<0,05). Tanto os
teores de calcio como de fosforo nas tibias elevaram-se com a suplementaggo dos
niveis de calcio e de fitase. N&o houve efeitos significativos para sexo. O teste de
t de Student mostrou maior deposicdo de calcio ¢ fosforo com o nivel 1000 FTU
de fitase. Esses resultados mostram que a fitase pode ter, provavelmente, liberado
o célcio preso na forma de quelato dos ingredientes da dieta, milho ¢ farelo de
soja.

Farkan et al. (1989) utilizaram niveis crescentes de calcio em dietas milho
e farelo de soja, contendo diferentes conteiidos de fitato. A porcentagem de cinzas
nos ossos foi o indicativo da utiliza¢dio de calcio. Conforme o conteido de fitato
aumentou nas dictas, maiores quantidades de caicio foram necessirias para
manter o nivel de cinzas nos 0ssos.

Schoner et al. (1993), avaliando dietas deficientes em fosforo contendo
niveis 0,6, 0,75 e 0,9% de calcio, observaram aumento na reten¢do de calcio e
fosforo do fitato em frangos de corte quando a fitase foi suplementada, mas nos

tratamentos com niveis altos de calcio ¢ com fitase, afetaram negativamente a
reten¢do do fosforo e do calcio.
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FIGURA 7. Efeito de 4 niveis de calcio sobre a deposi¢iio de cinzas, calcio e

fosforo nas tibias dos frangos.

A Figura 7 mostra que 4 medida que se elevou o nivel de calcio nas
dietas, efeitos lineares crescentes foram observados nos teores de célcio e fosforo
nas tibias dos frangos (P<0,05).

4.3.2 Percentagem de cinzas, célcio e fésforo nmas excretas do quarto
experimento.

Os teores médios de cinzas, cilcio e fosforo, nas excretas dos frangos

com 27 dias de idade, s3o apresentados na tabela 18. As analises de varidncia s3o
mostrados no anexo C.
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TABELA 18. Teores médios de cinzas, calcio e fosforo nas excretas dos frangos
com 27 dias de idade, observados durante o 4° experimento.

Niveis de cilcio (%)

0,7 13,69 1,50 1,41

0,8 14,39 1,64 1,42

0,9 14,82 2,33 1,43

1,0 15,14 2,69 1,45

Niveis de fitase (FTU)
0 13,87° 1,98 1,42°
500 14,53 2,03° 1,43°
1000 15,13° 2,11° 1,44°
Sexo

Machos 14,77 2,10° 1,47°
Fémeas 14,25° 1,98° 1,39°

Média geral 14,51 2,04 1,43
C.V. (%) 430 11,03 3,37

Médias com letras mimisculas diferentes na mesma coluna diferem
significativamente (P<0,05) pelo teste de t de Student.

a) CINZAS: A anilise de varidncia indicou efeitos significativos para
niveis de calcio (P<0,05), niveis de fitase (P<0,05) e sexo (P<0,05). O teste de t
de Student mostrou que o teor de cinzas nas excretas se elevou com o aumento
dos niveis de fitase. A porcentagem maior de cinzas foi observada nos niveis 750
¢ 1000 FTU/kg. Os machos apresentaram maiores porcentagens de cinzas nas
excretas que as fémeas (Tabela 18).
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A anilise de regressdo para os efeitos dos niveis de suplementagio de
célcio indicou haver um efeito linear crescente sobre a porcentagem de cinzas nas
excretas (P<0,05) (Figura 8).

b) CALCIO: Apemas os niveis de cilcio utilizados nas dietas
apresentaram efeitos significativos na excregdo deste mineral (P<0,05). Efeitos
lineares crescentes foram observados com o aumento dos niveis de cilcio nas
dietas (Figura 8).

Freitas, Saazad e Teixeira (1996) testando niveis de energia, fosforo e
fitase sobre a digestibilidade dos nutrientes das dietas de frangos de corte,
observaram que o calcio foi melhor absorvido € menos excretado quando niveis

de fosforo disponivel 0,4%, 2800 kcalkg ¢ 500 FTU/kg de fitase foram
suplementados.

16 ¥=104498+4,7768% R2=0.972 .
14 L —o— —

12
104 © Observada (Cinzas) 0 Observada (Ca)
-+~ Estimada (Cinzas) - Estimada (Ca)

Minerais na Excreta (%)
[~ -]

6 -
47 ¥ =-1,5800+ 42583%: R2=0.4%2 .
i . -
0~ T T i
07 08 09 1,0
Niveis de Célcio (%)

FIGURA 8. Efeito de 4 niveis de calcio sobre a deposicio de cinzas, calcio e
fosforo nas excretas dos frangos.
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A Figura 8 mostra que conforme aumentaram-se os niveis de calcio das
dietas, os teores de cinzas e de calcio nas excretas também aumentaram. Estes
valores sugerem que a quantidade de calcio das dietas dos frangos excederam
suas exigéncias; portanto, o calcio em excesso que ndo foi retido pelo organismo,
provavelmente deve ter sido excretado.

c) FOSFORO: A anilise de varidncia indicou efeitos significativos para
sexo (P<0,05). Segundo o teste de Tukey, os machos excretaram maiores
quantidades de fosforo que as fémeas (Tabela 18). Ndo houve efeitos
significativos para os demais fatores analisados.

93



5 CONCLUSOES

Nas condigdes em que foram realizados os experimentos do presente
trabalho, pode-se concluir que:

1. A fitase deve ser armazenada na forma pura em baixas temperaturas.

2. Para o armazenamento da fitase misturada i ragdo ¢ em condigdes de
temperatura ambiente, esta enzima deve ser misturada a ragdo diretamente ou
via suplemento mineral.

3. A fitase aumenta a biodisponibilidade de fosforo do fitato, sugerindo que esta
enzima libera eficientemente o fosforo do fitato, podendo, portanto, ser
utilizada para reduzir a supiementagﬁo com fosforo inorganico.

4. O nivel recomendado pelo fabricante da fitase, 750 FTU/kg, pode ser adotado

sem prejuizos no desempenho dos frangos.

. A fitase aumenta a biodisponibilidade do calcio ¢ fosforo, independente do

nivel de calcio da ragio. A deposicdo, tanto de calcio como de fosforo nas
tibias, aumenta 4 medida que se eleva o nivel de calcio na ragio.

()
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TABELA 1A. Anilise de varidncia da atividade da fitase (FTU/g) durante 112
dias de armazenamento do 1° experimento.

Forma?e armazenamento 4 14466486,85480

Erroa 15 7891,92405
Tempo de armazenamento (T) 8 222148434732
F*T 32 436559,61813"
Errob 120 4401,83244
Total 179 90254328,73108

Média geral = 4584 FTU  Coeficiente de variagio = 9,38% e 4,48%

TABELA 2A. Anilise de variincia da atividade da fitase (FTU/g) durante 56
dias de armazenamento do 2° experimento.

Forma de armazenamento (F) 3 82464859,38245

Emroa 16 87273,15552
Tempo de armazenamento (T) 8 741700,76796"
F*T 24 44125,26257
Errob 128 62462,85242
Total 179 263778806,19116

Média geral = 3957 FTU  Coeficiente de variagio = 7,47% ¢ 6,32%
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ANEXO B
TABELA 1B

TABELA 2B

TABELA 3B

TABELA 4B

Pigina
Andlise da varidncia para o ganho de peso (GP), consumo
de ragdo (CR) e conversdo alimentar no 3°
experimento. 111

Anilise da varidncia para os teores de cinzas, calcio (Ca) e
fosforo (P) nas tibias das aves, com 27 dias de idade,
observados durante o 32 experimento 112

Anilise da varidncia para os teores de e fosforo no plasma
das aves, com 27 dias de idade, observados durante o 32
experimento 113

Anilise da varidncia para os teores de cinzas, cilcio (Ca) e
fosforo (P) nas excretas das aves, com 27 dias de idade,
observados durante o 32 experimento 114
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TABELA 1B. Anilise da varidncia para o ganho de peso (GP), consumo de
ragdo (CR) e conversdo alimentar (CA), no 32 experimento.

Sexo 1 15,899+ 3,111%8 0,0803™
Fésforo 1 505,175 561,712 0,6507"
Fitase 2 83,659 69,286" 0,2400"
Sexo vs fosforo 1 1,358V 16,564 0,0469"
Sexo vs Fitase 2 3,882% 8,806™ 0,0031™
Fésforo vs Fitase 2 58,542" 48,256 0,2141"
Sexo vs Fésforo vs Fitase 2 2,630 1,591 0,0055™
Contraste 1 1 5,385 3,281™ 0,0032"S
Contraste 2 1 546208 8,346™° 0,0020™
Contraste 3 1 166,103 280,072  0,0584™°
Contraste 4 1 205,628 196,988" 0,3099"
ERRO 32 1,741 9,322 0,0502
Total 47

Média geral (g) 570,86 816,62 1,48

CV (%) 7,31 11,82 15,11

%
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TABELA 2B. Anilise da variincia para os teores de cinzas, calcio (Ca) e
fosforo (P), nas tibias do 3° experimento.

4

Sexo 1 65,3606 0,7771® 034722
Fésforo 1 403,9429" 4099339 182,0868"
Fitase 2 17,9572 38,5461 17,15034™
Sexo vs fosforo 1 0,7688™ 1,2113®  0,53734™
Sexo vs Fitase 2 2,7804> 0,3423>  0,14865™
Fésforo vs Fitase 2 1,9989™ 4,6526  2,06623™
Sexo vs Fésforo vs Fitase 2 0,7368" 3,7689™  1,67586™
Contraste 1 1 8,3709™ 41,1627 18,28109™
Contraste 2 1 19,4896 74,3793 33,04845
Contraste 3 1 219,1022”  202,9105" 90,11531"
Contraste 4 1 295,1235"  320,1293" 142,298,5"
Erro 80 3.5934 6.2414 2.7738
Total 95

Média geral (%) 48,37 33,66 18,10
CV (%) 3,92 7,90 7,89
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TABELA 3B. Anilise da variincia para os teores de fosforo no plasma das aves,
com 27 dias de idade, observados durante o 3° experimento.

Sexo 1 0,4950™
Fésforo 1 8,9535"
Fitase 2 10,6518™
Sexo vs fésforo 1 0,4950™
Sexo vs Fitase 2 0,2801™
Fosforo vs Fitase 2 0,4229™
Sexo vs Fosforo vs Fitase 2 0,2275
Contraste 1 1 1,9045™
Contraste 2 1 2,8960"
Contraste 3 1 18,3921
Contraste 4 1 24,0471
ERRO 80 0,0502

Total 95 6,40
Média geral (mg/100 ml) 10,05
CV (%)

%E
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TABELA 4B. Anilise da varidncia para os teores de cinzas, cilcio (Ca) e
com 27 dias de idade,

fosforo (P) nas excretas das aves,

observados durante o 3° experimento.

Sexo 1 6,665003"  0,557511 0,071111°
Fésforo 1 2,049669"  0,0576060" 0,499378"
Fitase 2 33881037  0,343878" 0,009436"
Sexo vs fosforo 1 0,161336"  0,060844 0,000400™
Sexo vs Fitase 2 0.202569"  0,096011" 0,000086™
Fésforo vs Fitase 2 1.166219"  0,038933" 0,000203™
Sexo vs Fésforo vs Fitase 2 0.531219"  0,074211" 0,000175™
Contraste 1 1 1,840544"  0,306178" 2,044900"
Contraste 2 1 1,159211"  0,054444™ 1,365003"
Contraste 3 1 5,115136°  1,030225" 0,996669"
Contraste 4 1 3,397878"  1,159211" 0,804011™
ERRO 32 0.000208 0,000163  0.000275
Total 47

Média geral (%) 15,09 2,36 0,815
CV (%) 0,10 0.54 2,03
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observados durante o 4° experimento 117
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TABELA 1C. Anilise da varidncia para o ganho de peso (GP), consumo de
ragdo (CR) e conversdo alimentar (CA) no 4° experimento.

Niveis de fitase 353.88701° 781.91946

2
Niveis de célcio 3 468.00050™ 3972.04130™  0.00402™°
Sexo 1 39568.12217 32440.7204"  0.02253"
Fitase * cilcio 6 433.46012™ 1144.09110™  0.00532™°
Fitase * sexo 2 250.55939™  325.00348™  0.06050™
Cilcio * sexo 3 438.12050™ 1657.96407  0.00113™
Fitase * cilcio * sexo 6 1172.43778™ 4470.21270™  0.00140"S
Erro T 24 114599571 1997.84516  0.60500
Total 47
Média geral (g) 700.56 999,29 1,43
CV (%) 4,83 447 495

TABELA 2C. Anilise da varidncia para os teores de cinzas, calcio (Ca) e
fosforo (P) nas tibias do 4° experimento

Niveis de fitase 7,08051™  80,82961" 24,77053"

2

Niveis de célcio 3 26,328317 9584762 28,92803"
Sexo 1 3,78023™  37,73788™  1,75230™
Fitase * clcio 6 0,59209%  0,77946™  1,07163"
Fitase * sexo 2 0,37649™  0,80407™°  1,86004"°
Cilcio * sexo 3 6,16146™  10,01012"° 0,61816™
Fitase * célcio * sexo 6 0,62467" 723699  1,54855"°
Erro 72 3,97334 1541363  8,22106
Tolal 95

Média geral (%) 51,97 37,28 19,31
CV (%) 3,84 10,53 14,85
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TABELA 3C. Anélise da varidncia para os teores de cinzas, calcio (Ca) ¢
fosforo (P) nas excretas das aves, com 27 dias de idade,
observados durante o 4° experimento.

9 ¥

iveis de fi 2 6,36383"  0,06333™  0,00123"
Niveis de calcio 3 4,70353" 3,82465"  0,00424 ™S
Sexo 1 3,27608~  0,15187™  0,06675"
Fitase * calcio 6 0,11165  0,12194™  0,00037™
Fitase * sexo 2 0,00582  0,00750™  0,00000™
Cilcio * sexo 3 0,27643%  0,01354™ 0,00217™
Fitase * célcio * sexo 6 0,15047"°  0,03667™ 0,00044™
Erro 24 0,48516 0,05062  0,00232 "
Total 47 kR o
Média geral (%) 14,51 204 143
CV (%) 480 1,03 337
%
o}
ot RN
5.
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