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RESUMO

Este trabalho esta dividido em duas partes, sendo a primeira referente a
introdugdo e o referencial tedrico que contempla topicos sobre os assuntos
discutidos na segunda parte, que por sua vez, esta subdividida em quatro artigos
cientificos. No artigo 1, um experimento foi realizado com frangos de corte, no
periodo de 15 a 28 dias de idade, para comparar duas metodologias analiticas
empregadas para quantificar fosforo fitico (Pg) nas ragdes e nas excretas das
aves e para determinar a eficiéncia catalitica da fitase suplementada na ragdo
utilizando os resultados da metodologia que se mostrou mais apropriada.
Concluiu-se que a proporcdo de extracdo de 1:20 (massa de amostra em
g:volume de solvente extrator em mL) e a metodologia colorimétrica foi a que
proporcionou os melhores resultados e que a suplementagdo de 1.950 unidades
de atividade da fitase (FTU)/kg de ragdo permite reduzir o P inorgénico na
formulacdo em quantidade equivalente a 87,85% do teor de Py presente na
ragdo, correspondendo a redugdo de 2,86 g de P/kg de ragdo formulada. No
artigo 2, um experimento foi conduzido para determinar o nivel de fitase que
deve ser suplementado na ra¢do de frangos de corte machos e fémeas, no
periodo de 15 a 28 dias de idade, quando esta for formulada com apenas 0,213%
de P disponivel (Pgisp). Concluiu-se que, independente do sexo, ao utilizar 2.250
FTU/kg de ragdo ¢ possivel reduzir o teor de P da ragdo sem prejudicar o
desempenho, teor de cinzas na tibia e a reteng¢do do calcio (Ca), além de reduzir
a excrecao do P total em 56,75% e melhorar seu aproveitamento em 38,58%. No
artigo 3, um experimento foi conduzido com frangos de 22 a 33 dias de idade,
para avaliar a eficiéncia de seis distintas fitases microbianas suplementadas em
ragdes formuladas com trés diferentes relacdo Ca:Pgis,. Concluiu-se que €
possivel reduzir o teor de Pgis, da ragdo para 1,0 g/kg, ao suplementa-la com
1.500 FTU da fitase A, C, D ou E/kg, devendo-se fixar o nivel de Ca em 7,5
g/kg para manter o desempenho e adequada mineralizagdo 6ssea das aves, além
de melhorar o aproveitamento do Ca e Pg, otimizar a retengdo do P total e
diminuir a excre¢do de nitrogénio e P. No artigo 4, um experimento foi
conduzido com frangos de corte de 35 a 42 dias de idade, para avaliar a
eficiéncia de seis fitases microbianas suplementadas em ragdes formuladas com
trés diferentes relagdo Ca:Pgi,. Concluiu-se que € possivel reduzir o teor de Pgjg,
da ragdo para 1,0 g/kg, ao suplementa-la com 1.500 FTU das enzimas A, B, C, D
ou E/kg, devendo-se fixar o nivel de Ca em 6,5 g/kg para manter o desempenho
e otimizar a mineralizagdo 6sseas das aves, além de melhorar o coeficiente de
retengdo do Ca, Py, P total e nitrogénio e diminuir a excregdo de P.

Palavras-chave: Acido fitico. Enzima. Fosforo. Metabolismo. Nutri¢do avicola.



ABSTRACT

This study is divided in two parts: the first refers to the introduction and
the theoretical framework which contemplates topics about subjects discussed in
the second part, which in turn is subdivided in four scientific papers. In
manuscript 1, one experiment was conducted with broilers in the period from 15
to 28 days of age, to compare two analytical methodologies utilized to quantify
the phytate phosphorus (;,,P) content in the diets and excreta from birds and to
determine the catalytic efficiency of the phytase supplemented in the diet
through the results from the methodology that proved to be the most adequate. It
was concluded that the extraction ratio of 1:20 (mass of sample in g:volume of
extraction solvent in mL) and the colorimetric methodology was that which
promoted the best results, and that supplementation of 1,950 units of phytase
activity (FTU)/kg of diet allows reducing the inorganic P in the formulation in a
quantity equivalent to 87.85% of the ,,,P content present in the diet, corresponds
to a reduction of 2.86 g of P/kg of diet formulated. In manuscript 2, one
experiment was conducted to determine the level of phytase that should be
supplemented in the diet for male and female broilers from 15 to 28 days of age,
when formulated with only 0.213% available P (,,P). The results showed that
regardless of sex, when utilizing 2,250 FTU/kg of diet, it is possible to reduce
the P content of the diet without impairing performance, ash content in the tibia
and retention of calcium (Ca), in addition to reducing the excretion of total P in
56.75% and improving its utilization in 38.58%. In manuscript 3, one
experiment was conducted with broilers from 22 to 33 days of age to evaluate
the efficiency of six different microbial phytases supplemented in diets
formulated with three different Ca:, P ratios, and the conclusion was that it is
possible to reduce the content of ,,P in the diet to 1.0 g/kg by supplementing it
with 1,500 FTU of the phytases A, C, D or E/kg, fixing the Ca level at 7.5 g/kg
to maintain the performance and appropriate bone mineralization of the birds, in
addition to improving the retention coefficient of Ca and P, optimize the total
P utilization and decrease the excretion of nitrogen and P. In manuscript 4, one
experiment was carried out with broilers from 35 to 42 days of age to evaluate
the efficiency of six different microbial phytases supplemented in diets
formulated with three different Ca:, P ratios, and it was concluded that it is
possible to reduce the content of ,,P of the diet to 1.0 by supplementing it with
1,500 FTU of the enzymes A, B, C, D or E/kg, fixing the level of Ca at 6.5 g/kg
to maintain the performance and optimize the bone mineralization of the birds,
in addition to improving the retention coefficient of Ca, P, total P and
nitrogen, and reducing the excretion of P.

Key words: Phytic acid. Enzyme. Phosphorus. Metabolism. Poultry nutrition.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O fitato ¢ a principal forma de armazenamento de fosforo (P) em
sementes e graos comumente utilizados nas ragdes de frangos de corte,
entretanto, apenas uma pequena fracdo do P fitico (Pg;) da dieta é naturalmente
aproveitada por esses animais. Além disso, o acido fitico pode complexar-se
com nutrientes da dieta durante sua passagem pelo trato digestério, diminuindo a
biodisponibilidade desses nutrientes ¢ podendo comprometer o desempenho
zootécnico das aves. Tais complexos sdo formados principalmente em pH neutro
e basico, pois em pH acido a protonagdo parcial ou total do acido fitico diminui
sua capacidade de ligar-se a nutrientes catiénicos como, por exemplo, minerais
divalentes. Outros fatores também favorecem o uso de fitase exdgena na ragdo
de aves: (1) o P inorganico é um recurso natural ndo-renovavel, representando
um dos ingredientes mais caros da ragdo, (2) ha atualmente um forte apelo
ambiental pela reducdo da deposi¢do de P no solo/agua e (3) o preco das fitases
comercializadas vem sendo reduzido em fungdo do avango das técnicas de
biotecnologia e fermentacdo (SELLE; COWIESON; RAVINDRAN, 2009).

Portanto, fitases tém sido adicionadas as ragdes de frangos de corte para
minimizar esses problemas e diversos pesquisadores comprovaram que seu uso €
vidvel nutricionalmente, ambientalmente e economicamente (GOMIDE et al.,
2007; NAGATA et al., 2009; SANTOS et al., 2008; SILVA et al., 2008).

As fitases hidrolisam as ligagdes fosfoéster da molécula de fitato,
tornando o P hidrolisado disponivel para ser aproveitado pelas aves (HAN et al.,
2009). Apesar do numero crescente de trabalhos sobre a eficacia da fitase na
nutricdo de frangos de corte, de modo geral, essas pesquisas ndo incluem a

comparagao direta (determinada) da concentragdo de fitato na ragdo e na excreta,



11

podendo acarretar em interpretagcdes equivocadas (ANGEL et al., 2002). Até o
momento, ndo ha relato de pesquisas comparando o método colorimétrico e o
método cromatografico (HPLC) com detector de indice de refracdo para a
quantificacdo de fitato nas racdes e excretas de frangos de corte. Portanto, a
padronizagdo de uma metodologia para a determinagdo de fitato (Pg) nesses
tipos de amostras contribuird para o avango das pesquisas em nutri¢do avicola.

O P e calcio (Ca) desempenham importantes fungdes no metabolismo
das aves contribuindo para o seu desenvolvimento adequado (MACARI;
FURLAN; GONZALES, 2002). Embora a fonte inorganica de Ca seja de custo
relativamente baixo, ¢ importante avaliar qual deve ser o nivel de inclusdo deste
nutriente quando se formula a racdo com determinado teor de P e certa atividade
de fitase suplementada. Se por um lado, o excesso de Ca na ragdo pode reduzir
sua utilizag@o e também a de outros nutrientes como o P (SCHOULTEN et al.,
2002), além de poder diminuir a atividade catalitica da fitase utilizada (SANTOS
et al., 2008), sua deficiéncia pode prejudicar a integridade 6ssea e o desempenho
dos frangos (SELLE; RAVINDRAN, 2007). Além disso, distintas fitases
microbianas podem apresentar variadas propriedades cataliticas (MULLANEY;
ULLAH, 2003) fazendo-se necessario avaliar se podem acarretar em diferentes
reultados quando adicionadas nas ragdes de frangos de corte.

Portanto, este trabalho foi realizado com os objetivos de: (i) comparar
duas metodologias analiticas empregadas para quantificar o teor de Pg em
ragdes e excretas de frangos de corte e determinar a eficiéncia catalitica da fitase
suplementada na dieta; (ii) determinar o nivel de fitase que deve ser utilizado na
dieta para frangos de corte, no periodo de 15 a 28 dias de idade, quando esta for
formulada com apenas 0,213% de Py, € (iii) avaliar a eficiéncia de seis distintas
fitases microbianas suplementadas em ra¢des formuladas com trés diferentes
relacdo Ca:Py;,, fornecidas a frangos de corte nos periodos de criagdo de 22 a 33
dias de idade e (iv) de 35 a 42 dias de idade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fitato
2.1.1 Nomenclatura e simbolos

Varios nomes e simbolos tém sido usados para referir-se a molécula de
fitato, como: acido fitico, hexafosfato de mio-inositol, IPs, InsP¢ ou
Ins(1,2,3,4,5,6)Ps (ALMEIDA et al., 2003). Segundo Selle e Ravindran (2007),
o termo fitato refere-se quimicamente ao sal do acido fitico com um unico tipo
de mineral como, por exemplo, fitato de sodio ou fitato de potassio. Entretanto,
o termo fitato é cotidianamente utilizado na area zootécnica independentemente

da forma na qual a molécula se encontra (forma livre ou complexada).
2.1.2 Consideracdes sobre o precursor do fitato: o mio-inositol

O fitato ¢ a principal forma de armazenamento de fosforo (P) durante o
desenvolvimento de graos, legumes e sementes (LEI; PORRES, 2003). Segundo

Almeida et al. (2003), o fitato ¢ sintetizado a partir da fosforilagdo completa do

mio-inositol (Figura 1) que, por sua vez, tem a glicose como precursora.

mio-inositol 3 OH

Figura 1 Estrutura do mio-inositol. Pertence & familia dos inositéis e € o
estereoisdmero mais abundante na natureza (ALMEIDA et al., 2003).
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Segundo a nomenclatura oficial, o Gnico grupo hidroxila axial do mio-
inositol ocupa a posicdo C, na estrutura (Figura 1), consequentemente, o Unico

grupo fosfato do fitato disposto axialmente sera aquele ligado ao C, (Figura 2).

0 i OH
I o pZ
HO—P—OH  HO_ I o | OH
o) \
o 2
0
I o
L 0
ol 0 O
OH
Ho Il oH \F—OH
| OH
0

Figura 2 Acido fitico na conformagédo de cadeira (energeticamente mais estavel)
mostrando um grupo fosfato em posi¢ao axial (C,) e cinco grupos
fosfatos equatoriais (QUIRRENBACH et al., 2009).

A posicao C, no fitato tem um papel particular, pois as fitases sdo
estereoespecificas e apresentam forte preferéncia pelos grupos fosfatos ligados
equatorialmente ao anel de mio-inositol, sendo o grupo fosfato disposto

axialmente no C, resistente a hidrolise enzimatica (LEI; PORRES, 2003).

2.1.3 Concentracéo de fitato na dieta das aves

O fitato estd naturalmente presente na dieta das aves, pois as ragdes
contém ingredientes vegetais, destacando-se o milho e o farelo de soja como os
mais comuns. Segundo Ravindran, Bryden e Kornegay (1995), as dietas das aves
contém de 2 a 4 g de P fitico (Pg;)/kg de racdo indicando uma varia¢do de até
100%. Parte dessa variabilidade no teor de Pg; da ragdo ¢ devida a diferencas na
concentragdo de fitato nos alimentos ocasionadas por variagdes no clima,

solo/adubagdo, idade e estagio de maturacdo do vegetal, cultivar, grau de
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processamento, melhoramento genético (Exemplo: milho hibrido com baixo teor
de fitato) e assim por diante.
Na Tabela 1 consta a concentragdo média de Pio, P disponivel (Pgis) €

Py dos principais alimentos utilizados na formulag¢ao de ragdes para aves.

Tabela 1 Teor de fosforo dos principais alimentos utilizados nas ragdes de aves.

% de fosforo (P)*

Alimentos P total P disponivel' P fitico
Farelo de arroz 1,67 0,24 1,43
Farinha de carne e ossos (41% de PB?) 6,53 5,88 -
Farinha de carne e ossos (46% de PB?) 5,97 5,37 -
Milho 0,25 0,06 0,19
Farelo de soja (45% de PB2) 0,56 0,22 0,34
Soja integral tostada 0,52 0,19 0,33
Sorgo baixo tanino 0,26 0,08 0,18
Farelo de trigo 0,97 0,33 0,64
Farinha de visceras de aves 2,54 2,54 -
Fosfato bicalcico 18,5 18,5 -

*Em matéria natural. Adaptado de Rostagno et al. (2011). 'Valores calculados ou
estimados. “PB = proteina bruta.

Utilizando as informagdes contidas na Tabela 1, tem-se que apenas
14,37% do Py contido no farelo de arroz estd disponivel. Para os demais
ingredientes de origem vegetal entre 24,00 a 39,29% do Py € Pgisp. Segundo o
National Research Council - NRC (1994), em média, apenas 30% do P de
origem vegetal € Pqis,, sendo os 70% restantes correspondentes ao Pg;.

Ja as farinhas de carne e ossos e a farinha de visceras de aves
contribuem com, respectivamente, 90% e 100% de Pgis,. Todavia, ha limitagdes
para o seu uso em ragdes, sendo que determinados paises (principalmente
europeus) nao importam carnes advindas de animais alimentados com essas
fontes de P (BELLAVER, 2002). Ja o fosfato bicdlcico ¢ considerado uma fonte

inorganica de P 100% disponivel, embora sua digestibilidade para aves seja de



15

apenas 70% (ROSTAGNO et al., 2011); mas ¢ imporatante considerar que trata-
se de um ingrediente caro que onera o custo com a alimentagdo das aves, além
de ser um recurso mineral ndo renovavel o que tem provocado a preocupagdo de
uma crise futura no seu suprimento.

O P ¢ um nutriente que desempenha varias fungdes fisiologicas
incluindo aquelas responsaveis pelo crescimento da ave (ASSUENA et al.,
2009). A molécula de acido fitico tem alto contetido de P (282 g de P/kg de 1Ps)
e diante dos problemas discutidos anteriormente, justifica-se a necessidade de
um maior aproveitamento do Pg pelas aves, utilizando fitases exdgenas para
diminuir os custos da ragdo além de permitir uma produc¢do animal com maior

responsabilidade ambiental devido a redugo na excrecao de P.

2.1.4 Atuacéo do fitato como fator antinutricional

O é4cido fitico possui alto potencial para complexar nutrientes (ions ou
até mesmo moléculas), conforme demonstrado na Figura 3.

O numero de cargas ionicas no fosfato de mio-inositol influencia sua
capacidade complexante e a desprotonag@o dos grupos fosfatos esta intimamente
ligada ao pH no qual a molécula se encontra. O fitato pode ter até 12 cargas
negativas, sendo 2 cargas localizadas em cada um dos 6 grupos fosfatos da
molécula (QUIRRENBACH et al., 2009). O fitato carregado negativamente
pode complexar-se com minerais catiénicos sendo que os divalentes (Ca®’, Zn*",
Co*', Mn*", Mg*", Fe*', Cu®") sdo mais susceptiveis (KORNEGAY, 2001). A
formacao de complexos fitato-nutriente tem grande importancia nutricional, pois
os nutrientes complexados podem ndo ser absorvidos no intestino (LEI;
PORRES, 2003), o que pode reduzir o desempenho/produtividade das aves.

Quanto maior o grau de fosforilagdo do mio-inositol, maior ¢ o seu poder

de complexagdo. Segundo Cuneo, Amaya-Farfan e Carraro (2000), os fosfatos
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OH ('] oH
| |

CH,— proteina

Amido

proteina

Figura 3 Exemplos de possiveis ligacdes entre o acido fitico e alguns nutrientes
(KORNEGAY, 2001).

de inositol determinados em graos correspondem, aproximadamente, a 90% na
forma hexafosforica com os 10% restantes referentes ao somatorio das fragdes
penta-, tetra- e trifosforica.

E importante lembrar que o Ca dietético pode se ligar ao fitato formando
complexos ou se ligar ao P inorganico — Pi,, — formando fosfatos de calcio
como o Ca3(PO,), (TAMIM; ANGEL; CHRISTMAN, 2004). As concentracoes
molares relativas de Pjr € fitato podem influenciar a espécie quimica que vai
ser formada, entretanto, sabe-se que o Ca*" tem maior afinidade pelo fitato do
que pelo ortofosfato (GOSSELIN; COGHLAN, 1953). Segundo Selle,
Cowieson e Ravindran (2009), ¢ provavel que o Ca ndo esteja complexado com
o fitato nos ingredientes que compdem a ragao (ex.: milho, soja, etc) porque eles
possuem baixa concentragdo desse mineral. Portanto, a maior taxa de formacao
dos complexos se da no trato digestorio das aves e é de relevancia nutricional,
pois estima-se que aproximadamente um ter¢co do Ca dietético forme complexos
com o fitato durante a passagem da racdo pelo intestino reforcando, assim, a

necessidade de suplementar as ragdes com fitase.
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Plumstead et al. (2008) realizaram um experimento com frangos de corte
para avaliar o efeito de quatro niveis de Ca na ragdo (0,47; 0,70; 0,93 ¢ 1,16%) e
de trés niveis de Py (0,28; 0,24 e 0,10%) sobre a digestibilidade e retencdo de
nutrientes. Os niveis de Pg foram obtidos utilizando-se farelos de soja
produzidos a partir de trés variedades de soja contendo diferentes teores de
fitato. A digesta ileal foi coletada aos 21 dias de idade e, assim como a ragdo,
teve os teores de Ca, Py, € Py determinados. A digestibilidade pré-cecal do Pg;
foi reduzida linearmente em até 71% quando o nivel de Ca variou de 4,7 até 11,6
g/kg de ragdo provavelmente, devido a maior taxa de formagdo do complexo
fitato-Ca. As propor¢des de Ca:Pgis, que resultaram na maior retengdo e menor
excregdo de P foram 2,53:1 (dieta com 0,28% de Pg), 2,40:1 (dieta com 0,24%
de Pg;) e 2,34:1(dieta com 0,10% de Pg).

2.1.4.1 Principais locais de complexacao do fitato com o calcio

O pH do trato digestorio do frango ¢ alterado em fungdo do segmento
(Figura 4), o que ird influenciar diretamente na taxa de formagao dos complexos
fitato-nutrientes. Segundo Oh et al. (2001), o complexo fitato-Ca ¢ formado
principalmente em pH de 5,0 a 8,5 sendo que a afinidade do fitato pelo Ca**
aumenta com o aumento do pH. Portanto, teoricamente, esse tipo de complexo
ndo pode ser formado in vivo apenas no proventriculo € moela devido ao forte
carater acido desses segmentos. Até o momento, as fitases comercializadas
atuam de modo eficiente apenas sobre o substrato livre (fitato ndo complexado),
portanto, sdo suplementadas na ragdo no sentido de reduzir a formagdo de
complexos pelo fitato aumentando, consequentemente, a biodisponibilidade de
nutrientes da dieta. Diante disso, muita atengdo tem sido dada para as fitases que
atuam em baixo pH e a maioria das fitases comercializadas atualmente possuem

essa particularidade que as caracteriza como fitases acidas.
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PAPO
pH3.3

PROVENTRICULO

pH2,5-33 DIVERTICULO DEMECKEL
DUODENO
MOELA pH3-6
pH25-35 y
PANCREAS

Figura 4 pH do alimento (ragdo farelada) nos diferentes segmentos do trato
digestorio de frango de corte alimentado, ad libitum, durante 6
semanas (GAUTHIER, 2002).

Liebert, Wecke e Schoner (1993) concluiram, em aves de 3 a 5 semanas
de idade, que 25 a 50% da atividade da fitase microbiana adicionada a racdo foi
detectada no papo, 10 a 25% no proventriculo e nenhuma atividade foi detectada
no intestino delgado. Posteriormente, Yu et al. (2004) avaliaram a digesta
retirada de diferentes segmentos do trato digestorio (papo, moela, duodeno,
jejuno e ileo) de frangos alimentados com dietas contendo 750 unidades de
atividade de fitase/kg de racdo e identificaram, por meio de Western blot com
anticorpos especificos, a presenca da fitase (ou seja, da cadeia proteica) no papo,
moela, duodeno e jejuno sendo que nos dois ultimos segmentos a massa
molecular da fitase foi inferior a 65 kDa indicando protedlise parcial da enzima.
Por outro lado, a fitase apresentou atividade apenas no papo, moela e duodeno,

sendo a menor atividade determinada no duodeno.
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Embora ainda existam algumas duvidas sobre este tema, a hipotese mais
aceita atualmente ¢ que as fitases exogenas hidrolisam o fitato em segmentos
anteriores ao duodeno resultando em fosfatos de mio-inositol menores, os quais
tém uma capacidade desproporcionalmente reduzida (em relagdo ao IPg) para
quelar e indisponibilizar o Ca®". Esse mecanismo permitiria, portanto, que
maiores concentracdes de Ca e P estejam potencialmente disponiveis para serem
absorvidas ao passar pelo intestino delgado (LUTTRELL, 1993).

Considerando os dados contidos na Tabela 2 e que as fitases acidas
atuam com eficiéncia catalitica méxima no papo, proventriculo e moela, essas
enzimas dispdem de aproximadamente 55% do tempo total de permanéncia da

digesta no trato digestorio para atuar sobre o fitato da dieta.

Tabela 2 Tempo de permanéncia, em minutos, da digesta em diferentes partes do
trato digestorio de frangos de corte.

Segmento do trato digestorio Tempo de permanéncia da digesta
Papo 50

Proventriculo e moela 90

Duodeno 5a8

Jejuno 20 a 30

fleo 50a70

Reto 25

Retirado de Gauthier (2002).

Entretanto, a possibilidade de formagdo de complexos durante a
passagem da racao pelo papo nio pode ser descartada, pois é provavel que o pH
5,5 permita algum grau de ag@o antinutricional do fitato podendo diminuir, no

proventriculo e moela, a eficcia da fitase acida suplementada na ragao.



20

2.1.4.2 Forma de complexacao entre o fosfatos de mio-inositol e o célcio

Em pH neutro ou basico, a desprotonagdo dos grupos fosfatos do fitato
aumenta sua afinidade por cations metélicos divalentes, como por exemplo Ca**
e Mg®", promovendo a formagio de complexos fitato-metal. Como o fon Ca>*
possui grande raio i6nico (0,99 A), ele se liga a dois oxidnions de grupos
fosfatos adjacentes do fitato, de uma maneira bidentada (MARTIN; EVANS,
1986). Posteriormente, Oh et al. (2006) confirmaram essa preferéncia de ligacdo
bidentada por meio de estudos cinéticos e de cromatografia em camada delgada.

A quelagdo pelo grupo fosfato envolve a ligacdo de coordenagdo do
ligante para um fon metalico pela doagdo de elétrons dos atomos de oxigénio do
fosfato. Cations divalentes como o Ca?" sio mais susceptiveis 4 quelagio do que
os monovalentes (OH et al., 2006). A ligacao dos grupos fosfatos depende do
raio ionico do cation e do niamero de grupos fosfato da molécula (MARTIN;
EVANS, 1986) (Figura 5). Por exemplo, com 1 tnico grupo fosfato em um anel
de inositol (InsP;) ou 2 grupos fosfatos distantes, como o Ins(1,4)P,, forma-se
preferencialmente um quelato monodentado com o Mg*" que possui pequeno
raio idnico. Entretanto, se houverem 2 grupos fosfato adjacentes, como no
Ins(4,5)P, e no Ins(1,4,5)P;, € provavel a formagdo de um quelato bidentado com

o Ca*", o qual possui raio idnico maior que o do Mg** (0,99 A versus 0,65 A).

Ins(1,4)P, Ins(4,5)P, Ins(1,4,5)P,

Figura 5 Interagdo de fosfatos de inositol com cations divalentes (CHERYAN,
1980 citado por OH et al., 2006).
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O InsPs ¢ um forte quelante do Ca*" e pode formar varios quelatos
bidentados em uma mesma molécula (OH et al., 2006). Portanto, sua presenga

compromete a absorcio intestinal do Ca®* da dieta, entre outros nutrientes.

2.2 Fitase

As fitases (hexafosfato de mio-inositol fosfohidrolases) sdo enzimas
amplamente encontradas nos microrganismos, plantas e certos tecidos animais,
entretanto as fontes microbianas sdo as mais adequadas para sua producdo em
escala comercial (VATS; BANERIJEE, 2004). A fitase catalisa a reacdo de
desfosforilacdo do acido fitico em ésteres de fosfato de mio-inositol menores e
Pinorg (LEL; PORRES, 2003). A atividade dessa enzima ¢, normalmente, expressa
em unidades de atividade de fitase (FTU) sendo que 1 FTU ¢ a quantidade de
Pinorg liberado (pmol) durante um minuto de reagdo em uma solucdo de fitato de

sodio 5,1 mmol/L em pH 5,5 e temperatura de 37 °C (ENGELEN et al., 1994).

2.2.1 Classificacéo das fitases

2.2.1.1 Segundo o local do substrato onde a hidrélise se inicia

Duas classes de fitases sdo reconhecidas pela International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) e pela International Union of
Biochemistry (IUB): 3-fitases (EC 3.1.3.8) que removem o primeiro ortofosfato
na posicao D-3 (L-1) do fitato e 6-fitases (EC 3.1.3.26) as quais iniciam
preferencialmente a desfosforilagdo na posi¢cdo L-6 (D-4) (RAGON et al., 2008).

2.2.1.2 Segundo o pH de acéo

Utilizando este critério, as fitases podem ser classificadas em fitases
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acidas (com pH o6timo entre 2,5 ¢ 6,0) ou fitases alcalinas (com pH 6timo entre

6,0 e 8,0) (GREINER; ALMINGER; CARLSSON, 2001).

2.2.1.3 Segundo diferengas estruturais e cataliticas

Baseado nas suas diferengas estruturais e cataliticas, as fitases foram
subdivididas em trés principais classes: histidina fosfatase dcida (HFA), fitase j3-
hélice (FBH) e fosfatase acida “purple” (FAP) (MULLANEY; ULLAH, 2003).

A Classe HFA ¢ a que possui maior nimero de representantes, sendo
caracterizada pela presenca de uma sequéncia conservada de aminoacidos no
sitio ativo (RHGxRxP) e um dipeptideo cataliticamente ativo (His*'Asp®®). As
demais classes (FBH e FAP) ndo possuem a sequéncia conservada no sitio ativo
e/ou o dipeptideo cataliticamente ativo (LEI; PORRES, 2003).

A FBH tem sido isolada principalmente de microrganismos do género
Bacillus e exibe atividade maxima em pH de 6,0 a 8,0 (FU; SUN; QIAN, 2008)
e sdo capazes de hidrolisar o Ca ligado ao fitato, pois o seu substrato é o
complexo fitato de calcio (SHIN et al.,, 2001). Segundo Selle, Cowieson e
Ravindran (2009), a inclusdo destas fitases em ra¢des para aves e suinos parece
promissora, entretanto, até o momento ndo sdo comercializadas apesar de ja

estarem bem caracterizadas quanto suas propriedades moleculares e cataliticas.

2.2.2 Hidrolise enzimatica do acido fitico

2.2.2.1 Informagdes gerais sobre a hidrolise

A hidroélise enzimatica consiste em uma reagdo quimica catalisada por
uma enzima (uma hidrolase) que utiliza H,O para “quebrar” uma molécula em
duas outras moléculas. Um dos produtos da reacdo catalisada recebera um grupo

OH- enquanto o outro receberd um proton de hidrogénio (H') que serdo
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incorporados em suas estruturas quimicas. De acordo com Greiner et al. (2002),
a hidrdlise do fitato pela fitase ¢ um processo serial, portanto, cada intermediario
fosfatado do mio-inositol ¢ liberado do sitio ativo da enzima mas pode ser
substrato para a hidrélise seguinte.

Teoricamente, a hidrélise enzimatica completa do fitato gera uma série
de fosfatos de mio-inositol menores (IP¢ — IPs — IP4 — IP; — [P, — IP)), por
meio de uma série de reacdes de desfosforilagdo, para produzir o mio-inositol e
seis Pinore. Entretanto, o mecanismo de catalise ¢ o grau de desfosforilacdo do

acido fitico sdo variaveis entre fitases diferentes (GREINER et al., 2002).

2.2.2.2 Estereoespecificidade da desfosforilagdo enzimatica dos fosfatos de

mio-inositol

A estereoespecificidade da desfosforilacdo enzimatica do acido fitico
por algumas fitases consta na Tabela 3, a fim de exemplificar que fitases de
diferentes origens possuem distintas caracteristicas fisico-quimicas e cataliticas.

Greiner et al. (2002) determinaram a rota de desfosforilacdo do IPs pela
acdo de trés diferentes fitases de Bacillus spp e concluiram que as trés enzimas
apresentaram ag@o similar. Somente apds 60 minutos de incubagdo (fitase-
substrato) o [P e IPs foram completamente degradados em IP,4 [Ins(2,4,5,6)P4 ¢
D/L-Ins(1,2,5,6)P4] e IP; [D/L-Ins(1,2,6)P; e D/L-Ins(2,4,5)P;] e apds 90
minutos de incubacdo foram observados apenas os picos referentes aos tri-
fosfatos de mio-inositol citados anteriormente. Portanto, houve uma relagdo
direta entre o grau de desfosforilacdo com o tempo de incuba¢do (mantendo-se a
concentragdo da enzima fixa). Observaram também que o aumento da
concentragdo da fitase em 10x e do tempo de incubagdo para 300 minutos
resultou em uma degradagdo quase total do D/L-Ins(1,2,6)P; para D/L-
Ins(2,4)P,, enquanto que nenhuma variacdo na quantidade de D/L-Ins(2,4,5)P;



Tabela 3 Estereoespecificidade da desfosforilacdo enzimatica do acido fitico por algumas fitases microbianas

Massa
molecular e/ou Sequéncia de
Fitase — origem pH da reagdo Produtos da hidrolise desfosforilacio ~ M¢étodos utilizados Referéncia
P2 — Escherichia coli 45 kDa; D-Ins*(1,2,3,4,5)Ps; 6-1-3-4-5 Cromatografia Greiner,
Tampao acetato D-Ins(2,3,4,5)Py; i6nica de alta Carlsson e
0,1M; pH 4,5 D-Ins(2,4,5)P5; eficiéncia (HPIC); Alminger
Ins(2,5)P,; Ins(2)P estudos cinéticos (2000)
Fermento de pao — 60 kDa; D-Ins(1,2,4,5,6)Ps; 3-4-5-6-1 HPIC; estudos Greiner,
Saccharomyces Tampao acetato D-Ins(1,2,5,6)Py; cinéticos Carlsson e
cerevisae 0,1M; pH 4,5 D-Ins(1,2,6)Ps; Alminger
D-Ins(1,2)P,; Ins(2)P (2000)
Paramecium Tampao Tris- Ins(1,2,3,4,5)Ps; 6-5-4-1 HPLC e compostos Kaay e
HCI1 0,05M; pH Ins(1,2,3,4)Py; com P marcado (32P) Haastert
7,0 Ins(1,2,3)Ps; Ins(2,3)P, (1995)
Debaryomyces castellii 74 kDa (com Ins(1,2,4,5,6)Ps; 3-4-5-6-(1 ou2)  HPIC; ressonincia Ragon et al.
CBS 2923 28,8% de Ins(1,2,5,6)Py; magnética nuclear (2008)
glicosilacdo); Ins(1,2,6)P3; Ins(1,2)P5;
Tampao acetato Ins(1 ou2)P;
0,25M; pH 4,0 inositol
Gene de Bacillus 40 kDa; D-Ins*(1,2,4,5,6)Ps; 3-1-(6 ou 5) HPIC; estudos Greiner et al.
subtilis 168", B. Tampdo Tris- Ins(2,4,5,6)P,; cinéticos (2002)
amyloliquefaciens HC10,1M; pH D/L-Ins(2,4,5)P; ou
ATCC 158412, B. 7,0 Ins(2,4,6)P; ou
amyloliquefaciens 45° D-Ins(1,2,4,5,6)Ps;
(expresso D-Ins(1,2,5,6)P4; 3-4-5-1-6

independentemente em
B. subtilis MU331)

D-Ins(1,2,6)P5;
D-Ins(2,6)P,; Ins(2)P

*Ins = inositol. 'Namero de acesso (NA): P42094; Swiss Prot Database. 2NA: AF453255; National Center for Biotechnology Information — NCBI —
Database. *NA: AY055220; NCBI Database. As trés fitases contém 383 residuos de aminoacidos e apresentam 90 a 98% de identidade de sequéncia.

\}
~
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foi observada, indicando que a taxa de desfosforilacdo ndo é a mesma entre
isomeros com o mesmo numero de grupos fosfatos. Além disso, Greiner et al.
(2002) determinaram as constantes cinéticas de Michaelis-Menten (K,,) e
catalitica (K.;) de varios fosfatos de mio-inositol e concluiram que: (a) a
afinidade das fitases e suas taxas de hidrélise maxima foram menores para os IPs
avaliados do que para o IP¢ e (b) que o Ins(2)P quase ndo foi hidrolisado ja que

apresentou K, extremamente baixo (0,12 £ 0,01).

2.3 Eficiéncia das fitases exdgenas em liberar Py, da dieta

Apesar da crescente experiéncia pratica e cientifica sobre o uso de
fitases microbianas na nutri¢ao de frangos de corte, as pesquisas que avaliam a
eficiéncia da fitase geralmente ndo incluem a comparacao direta da concentragao
de Pg: determinada na racdo e na excreta das aves e, segundo Angel et al. (2002),
isso pode levar a equivocados valores de equivaléncia de Pinorg pela fitase. A
variabilidade no teor de Pfit dos grios e sementes tem sido relatada por varios
pesquisadores (DOST; TOKUL, 2006; STEINER et al., 2007; WU et al., 2009)
entretanto, at¢é o momento, ndo hda uma metodologia padronizada para a
determinacdo de fitato nas ragdes e excretas de frangos de corte nem pesquisas
comparando os resultados obtidos por colorimetria e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) com detector de indice de refracdo (compara¢do nao
somente da sensibilidade entre os métodos, mas também de que efeito o tipo de

metodologia pode causar na interpretagdo dos resultados experimentais).

2.4 Fitase na nutricéo de frangos de corte: consideracfes sobre o célcio

2.4.1 Efeito da fitase na digestibilidade ileal do célcio

Ravindran et al. (2006) determinaram o efeito da fitase de E. coli sobre a
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digestibilidade ileal aparente do Ca em frangos de corte alimentados com dieta a
base de milho e soja, contendo 8,2 g de Ca/kg de racdo e concluiram que
suplementacdes gradativas da fitase (0, 500, 750 e 1.000 FTU/kg) aumentaram
os coeficientes de digestibilidade ileal do Ca em até 10,5%. J& em trabalho
posterior também realizado com frangos de corte, Ravindran, Cowieson e Selle
(2008) relataram que 500 FTU/kg (fitase de E. coli) aumentou a digestibilidade
ileal de Ca em 27,0% quando a dieta continha 7,8 g de Ca/kg de racao.

Apesar da variagdo de resultados entre diferentes pesquisas, ¢ evidente

que a fitase melhora a digestibilidade de Ca nas aves.

2.4.2 Efeito dos niveis de Ca e relagdo Ca:P sobre a atividade da fitase

Trabalhando com frangos de corte de 1 a 42 dias de idade, Aksakal e
Bilal (2002) concluiram que a fitase (600 FTU/kg) aumentou em 39,8% a
retencdo de P nos animais que receberam dietas com relacdo Ca:Pyyy de 1:1,
todavia, quando as dietas continham relagdo Ca:Py, de 2:1 houve um aumento
na reten¢do de P de apenas 8,5%. Esses resultados corroboram com o trabalho
de revisdo escrito por Selle, Cowieson e Ravindran (2009) no qual os
pesquisadores relataram que € aceito atualmente que as fitases comercializadas
sd0 mais eficientes quando as dietas contém reduzido nivel de Ca e baixa relagdo
Ca:Py, entretanto esses valores ainda ndo estdo completamente estabelecidos
para as diferentes fases de criagdo dos frangos de corte.

Isso provavelmente acontece porque o aumento da concentragcdo de Ca
na dieta intensifica a forma¢do de complexos fitato-Ca resistentes a hidrélise
pelas fitases até entdo utilizadas (TAMIN; ANGEL, 2003). Portanto, ao
comparar trabalhos diferentes quanto a eficiéncia da fitase é importante
considerar também os niveis de calcio utilizados nas dietas. Desta forma, faz-se

necessario avaliar qual a real concentracdo de Py nas ragdes, além de determinar
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a relagdo Ca:P indicada para frangos de corte alimentados com dietas deficientes

em Py, € suplementadas com fitase, nas diferentes fases de criag@o.

2.4.3 Equivaléncia de calcio por fitases exdgenas

Augspurger e Baker (2004) realizaram um estudo com frangos de corte
suplementando uma dieta a base de milho e farelo de soja deficiente em Ca (4,8
g/kg) com fitase de E. coli (500 FTU/kg) e concluiram que a fitase liberou em
média 0,90 g de Ca/kg de racdo com base nas cinzas da tibia. J& Schoner et al.
(1994) observaram, também em frangos, que 500 FTU da fitase de A. niger
equivale a 0,444 g de Ca/kg de racdo (a dieta basal continha 4,0 g de Ca/kg; 6,0
g de Pirkg e 2,3 g de Pyigp/kg), entretanto, basearam-se no ganho de peso vivo e
teor de cinzas 6sseas. Por outro lado, Yan et al. (2006) concluiram que a fitase
disponibiliza quantidades minimas de Ca em frangos de corte (avaliaram rag¢des
a base de milho e soja suplementadas com 1.000 FTU/kg, trés niveis de Ca e
oito de Pgsp). Mitchell e Edwards (1996) também relataram que a fitase exdgena
ndo reduziu a necessidade de Ca na dieta de frangos quando as dietas continham
2,02 g de Pg/kg de ragdo e a relagdo Ca:P variou de 0,86 a 2,30. Provavelmente,
as diferencas entre estas pesquisas (tipo de fitase, composicdo da ragdo,
parametros avaliados para determinar a equivaléncia, relacdo Ca:Pgisp; relagdo
Ca:Pg, etc.) justificam os diferentes resultados de equivaléncia, estabelecer uma

conclusdo objetiva da equivaléncia de Ca pela fitase.

2.5 Determinacéo de fitato por colorimetria x HPLC com detector de indice

de refracao

De modo geral, o método colorimétrico para a determinacdo de fitato

baseia-se na reagdo entre o ion férrico e o acido sulfossalicilico (Reagente de
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Wade — RW) com formacdo de complexo cor rosa escuro que possui absor¢ao
maxima em A = 500 nm. Na presenca do fitato, o ferro se liga a este grupo
fosfato ficando indisponivel para reagir com o acido sulfossalicilico reduzindo,
assim, a intensidade da cor do RW. Entretanto, o ferro do RW ndo discrimina o
Ps: do Pinorg podendo ligar-se a qualquer um dos dois tipos de grupamentos
fosfatos presentes na amostra. Assim, recomenda-se que apos a etapa de
extragdo a amostra seja purificada em resina de troca anidnica (cromatografia
preparativa para separar o fitato do Pinors) (LATTA; ESKIN, 1980; WU et al,,
2009).

Segundo Latta e Eskin (1980), o Pinr, deve ser eluido da resina com
NaCl 0,1 mol/L e o Pg com NaCl 0,7 mol/L. Todavia, Alves et al. (2010)
verificaram o efeito da concentragdo da solucao salina (NaCl de 0,1 a 0,7 mol/L
para a eluigdo do Pin., € NaCl de 0,7 a 1,0 mol/L para a elui¢do do fitato) sobre a
porcentagem de recuperagdo do Pin.y (KH,PO,4) e do fitato (Sigma) retidos na
resina AG® 1-X4 e concluiram que a etapa de elui¢io com NaCl 0,1 mol/L é
desnecessaria e que o uso de NaCl 0,7 mol/L para retirar o fitato adsorvido na
resina ¢ eficiente, com recuperacdo média entre 95 e 99%. Portanto, tudo indica
que a metodologia colorimétrica utilizando a etapa de cromatografia preparativa
seja eficiente para determinar os fosfatos de mio-inositol, entretanto, esta
metodologia ndo descrimina as diferentes fragdes fosfatadas do mio-inositol e ¢
precisso avaliar se isso pode ter importancia principalmente nas excretas de aves
alimentadas com racdo suplementada com fitase exdgena.

Em contrapartida, o uso de HPLC com detector de indice de refragdo
(IR) mostrou-se eficiente para a quantificacdo de polifosfatos do mio-inositol
(IPs, IPs, 1P, € IP;) em farelo de arroz estabilizado tratado com fitase exogena
(CUNEO; AMAYA-FARFAN; CARRARO, 2000). A detecgio dessas fragdes é

possivel uma vez que os diferentes fosfatos de mio-inositol causam alteragdes no
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efluente que sai da coluna (contendo componentes da amostra) qual ¢

continuamente comparado ao ir da fase mével pura.

3 CONSIDERACOES GERAIS

Espera-se, com os resultados obtidos nos experimentos propostos,
padronizar e disponibilizar para a comunidade cientifica uma metodologia
adequada para a determinacdo de fitato nas ra¢des e excreta de frangos de corte,
contribuindo para o avango nas pesquisas de nutricdo do setor avicola. Além
disso, os resultados desta pesquisa terdo um impacto econémico na producdo de
frangos de corte, devido a redug¢do do teor de inclusdo de um oneroso
ingrediente da ragdo: o fosfato bicalcico. Haverd também, uma contribui¢do
ambiental relevante, pois a suplementacdo da racdo com fitase reduz
significativamente o teor de fosforo excretado no ambiente possibilitando a
producdo de carne de alto valor bioldgico considerando-se também a redugdo do

impacto ambiental.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

Metodologias para quantificar fésforo fitico em racdes contendo fitase e em

excretas de frangos de corte

Naves, L. de P.; Rodrigues, P. B. et al.

Artigo redigido conforme as normas da Revista Scientia Agricola — versao

preliminar

RESUMO - Um experimento de metabolismo foi realizado com frangos de
corte, no periodo de 15 a 28 dias de idade, para comparar duas metodologias
analiticas empregadas para quantificar o teor de fosforo fitico (Pg) nas ragoes e
nas excretas das aves e determinar a eficiéncia catalitica da fitase suplementada
na dieta utilizando os resultados da metodologia que se mostrou mais
apropriada. Um total de 120 frangos de corte foram distribuidos em esquema
fatorial 5 x 2, sendo quatro ragdes igualmente deficientes em P disponivel (Pgisp)
suplementadas com niveis crescentes de fitase (0; 750; 1.500 e 2.250 unidades
de atividade de fitase — FTU/kg de ragdo) mais uma ragdo controle positivo sem
fitase, formulada para atender as exigéncias nutricionais dos frangos no periodo,
fornecidas a aves machos e fémeas. Trés repeticdes de quatro aves foram
utilizadas para cada tratamento avaliado. O teor de Py no milho, farelo de soja,
racdes ¢ excretas foi determinado pela metodologia colorimétrica e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragdo,
sendo que a metodologia colorimétrica com a propor¢do de extragdo de 1:20

(massa de amostra em g:volume de solvente extrator em mL) mostrou-se a mais
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adequada. Ndo houve interagdo entre os niveis de fitase e o sexo das aves para o
consumo, excre¢do e coeficiente de hidrolise/retencdo do Pg. Os machos
consumiram 12% mais Py, que as fémeas. O aumento do nivel de fitase na ragao
reduziu linearmente a excrecdo de Pg. A maior taxa de hidrdlise do Py foi
estimada em 87,85% quando a dieta continha 1.950 FTU/kg de ragdo, indicando
ser possivel reduzir o P inorganico na formulagdo em quantidade equivalente a
87,85% do teor de Py presente na dieta, correspondendo a reducdo de 2,86 g de
P/kg de rag@o formulada.

Palavras-chave: acido fitico; enzima; fitato; formulacdo de ragdo; fosfato de

mio-inositol

Introducéo

Embora os beneficios econdmicos e ambientais obtidos pelo uso da
fitase em racdes para frangos de corte sejam relatados na literatura (Nagata et
al., 2011; Santos et al., 2011ab; Gomide et al., 2012), sua eficiéncia catalitica em
disponibilizar o fosforo fitico (Pg;) da dieta ainda nao esta bem estabelecida e,
segundo Angel et al. (2002), isto deve ser feito considerando-se o teor de Pg
determinado na rag@o e na excreta. Dentre os métodos analiticos para determinar
fitato, destacam-se aqueles que utilizam principios colorimétricos e de refragdo
(Wu et al., 2009), todavia, essas metodologias ainda nao foram comparadas
entre si para amostras de ragdes e excretas, o que ¢ importante para evitar o uso
de uma metodologia inadequada o que pode levar a interpretacdes equivocadas
da eficiéncia da fitase.

O método colorimétrico baseia-se na reago entre o ion férrico (Fe’") e o
acido sulfossalicilico (Reagente de Wade — RW) com formagéo de um complexo
que pode ser monitorado em 500 nm. Na presenca do fitato, o Fe'" se liga

preferencialmente ao Py, reduzindo a intensidade da cor do RW. Entretanto,
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como o Fe*" ndo discrimina o Pg, do P inorganico (Pinore) presentes na amostra, ¢
necessario que antes da dosagem colorimétrica a amostra percorra uma resina de
troca anidnica para separar o Pg do Pin (Latta & Eskin, 1980). Apds a
correlagdo com uma curva padrdo de acido fitico (IPs) o resultado determinado é
multiplicado por 0,282 para expressar o teor de Py na amostra, pois esta
constante corresponde a propor¢do molar do P na molécula de IPs (Angel et al.,
2002). Entretanto, ¢ preciso avaliar se esta metodologia superestima o Pg em
amostras que apresentam ¢ésteres de fosfato com menos de seis grupamentos
fosfatos o que ¢ esperado em excretas de frangos alimentados com ragdes
contendo fitase, pois segundo Greiner et al. (2002), os produtos da degradagdo
do IPs pela fitase podem incluir diferentes graus de fosforilagdo do mio-inositol
(IPs a IP;). Em contrapartida, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de indice de refragdo discriminou as fragdoes de IP; a IP¢ em farelo de
arroz tratado com fitase exdgena (Cuneo et al., 2000), despertando o interesse de
avalia-la em experimentos com frangos de corte.

Portanto, este trabalho foi realizado para selecionar a metodologia
analitica mais adequada para quantificar o Py, em ra¢des e excretas de frangos de
corte machos e fémeas, permitindo assim, estimar a hidroélise do Py ao utilizar

ragOes suplementadas com niveis crescentes de fitase.

Material e Métodos

Um experimento de metabolismo foi conduzido em Lavras, Minas
Gerais, Brasil (21°13°52” S; 44°58°16” O) com frangos de corte no periodo de
15 a 28 dias de idade para comparar duas metodologias analiticas empregadas
para quantificar o fosforo fitico (Pg) nas ragdes e nas excretas das aves e
determinar a eficiéncia catalitica da fitase suplementada na dieta utilizando os

resultados da metodologia que se mostrou mais apropriada.
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Todos os procedimentos experimentais adotados foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFLA (protocolo n® 004/11). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado disposto em esquema
fatorial 5 x 2, sendo quatro ragdes igualmente deficientes em P disponivel (Pgisp)
suplementadas com fitase (0; 750; 1.500 ou 2.250 unidades de atividade de fitase
— FTU/kg de racdo) mais uma ragdo controle positivo, sem fitase, formulada
segundo as recomendagdes nutricionais de Rostagno et al. (2005), fornecidas a
aves machos e fémeas. Trés repeticdes de quatro aves foram utilizadas para cada
tratamento avaliado.

Um total de cento e vinte pintos de corte (60 aves de cada sexo) da
linhagem Cobb-500" foram adquiridos com um dia de idade, sexados e criados
em galpao convencional para frangos de corte até os 14 dias de idade recebendo
racdo a base de milho e farelo de soja formulada para atender suas exigéncias
nutricionais (Rostagno et al., 2005). No 15° dia de idade, as aves foram pesadas
individualmente, separadas por faixas de peso e transferidas para gaiolas
(unidade experimental; com dimensdes de 50 x 50 x 50 cm) em uma sala de
metabolismo, de modo que as unidades experimentais apresentassem o peso
médio inicial dos frangos semelhante entre si (0,465 kg + 0,002). A sala
dispunha de iluminagdo constante e temperatura controlada, sendo cada gaiola
metabolica provida de um bebedouro, um comedouro individual do tipo calha
com borda para evitar desperdicios e uma bandeja coletora de excretas. As dietas
experimentais (Tabela 1) e agua foram fornecidas a vontade, no periodo de 15 a

28 dias de idade.

Tabela 1 - Composi¢do (g/kg de matéria natural) e teor nutricional das dietas
experimentais fornecidas a frangos de corte machos e fémeas

CN suplementada com
fitase’
Ingrediente Cp' CN? 750/ 1.500/2.250
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Milho 596,20 604,86 604,86
Farelo de soja 335,29 333,71 333,71
Oleo de soja 31,61 28,68 28,68
Sal 4,82 4,82 4,82
L-lisina HCI 98% 1,67 1,70 1,70
DL-metionina 99% 2,29 2,28 2,28
L-Treonina 98,5% 0,35 0,35 0,35
Suplemento mineral® 0,50 0,50 0,50
Suplemento vitaminico’ 0,40 0,40 0,40
Cloreto de colina 60% 0,45 0,45 0,45
Calcario calcitico 8,74 16,10 16,10
Fosfato bicalcico 17,19 5,65 5,65
Inerte (caulim) 0,500 0,500 0,425/ 0,350/ 0,275
Fitase 0 0 0,075/ 0,150/ 0,225
Composi¢ado nutricional calculada e determinada (g/kg de matéria natural)
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.050  3.050 3.050
Proteina bruta calculada 201,2  201,2 201,2
Lisina digestivel calculada 11,10 11,10 11,10
Met + cys digest. calculada 7,94 7,94 7,94
Sodio calculado 2,10 2,10 2,10
Calcio calculado 8,55 8,55 8,55
Calcio determinado 8,63 8,50 8,49
Foésforo total calculado 6,39 426 426
Foésforo total determinado 6,48 4,37 4,36
Fosforo disponivel7 calculado 4,26 2,13 2,13
Fosforo fitico® calculado 2,13 2,13 2,13
Atividade da fitase calculada®®

0 0 750/ 1.500/ 2.250
Atividade da fitase
determinada™® 0 0 749/ 1.497/ 2.246

'CP: dieta controle positivo formulada para atender as necessidades nutricionais
de frangos de corte, no periodo de 15 a 28 dias de idade, segundo Rostagno et al.
(2005). *CN: dieta controle negativo deficiente em foésforo disponivel.
*Suplementagdo enzimatica expressa em FTU/kg de dieta, sendo que 1FTU
corresponde a uma unidade de atividade da fitase.

*Contetdo/kg de ragdo: 55 mg Zn; 48 mg Fe; 10 mg Cu; 78 mg Mn; 0,70 mg I;
0,18 mg Se. 5Conteﬁdo/kg de ragdo: 4,8 mg vit. B,; 8.000 UI vit. A; 2.000 Ul
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vit. D;; 1,2 mg vit. By; 2,4 mg vit Be; 10,8 pg vit. Bp; 0,024 mg biotina; 0,64
mg acido folico; 11,6 mg acido pantoténico; 1,92 mg vit. Kj; 16,2 UI vit. E. 06-
fitase (EC 3.1.3.26) sintetizada pelo microrganismo Aspergillus oryzae (DSM
17594). Enzima com atividade declarada de 10.000 FTU/g de produto e
atividade determinada de 9.980 FTU/g de produto, segundo protocolo de
Engelen et al. (1994). "Considerando-se, no célculo, que um ter¢o do fésforo
total presente no milho e farelo de soja correspondem a fosforo disponivel e que
o fosforo fornecido pelo fosfato bicélcico ¢ 100% disponivel (Rostagno et al.,
2005). $Considerando-se, no célculo, que dois tergos do fosforo total presente no
milho e farelo de soja correspondem a fosforo fitico (Rostagno et al., 2005).

O ensaio de metabolismo compreendeu 13 dias, sendo 10 dias de
adaptacdo as instalagdes e dietas experimentais seguidos de trés dias (Rodrigues
et al., 2005) de coleta total das excretas, por unidade experimental. As ragdes e
as sobras foram pesadas e registradas no 25° e 28° dia de idade das aves para os
posteriores calculos do consumo de ragdo neste periodo. A coleta de excretas foi
realizada uma vez ao dia, na parte da manha, utilizando-se bandejas coletoras
forradas com plasticos resistentes. As excretas coletadas diariamente foram
reunidas por unidade experimental em sacos plasticos identificados e
armazenadas em freezer até o Ultimo dia de coleta quando foram pesadas,
homogeneizadas e pré-secas em estufa de ventilagdo forcada a 55 °C por 72
horas. As excretas pré-secas foram moidas e o teor de matéria seca total foi
obtido considerando-se a perda de umidade na etapa de pré-secagem e também
a 105 °C até peso constante (método 934.01 da Association of Official
Analytical Chemists, 2005).

O teor de Py, foi determinado pela metodologia colorimétrica (de acordo
com Frithbeck et al., 1995 com modificagdes) e também por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragdo — HPLC-IR
(segundo Nappi et al., 2006 com adaptacdes), sendo ambas as metodologias
utilizadas para analisar os extratos obtidos em duas propor¢des de extragdo

massa de amostra:volume de solvente extrator (1:20 e 3:20, em g:mL).
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Paralelamente, trés amostras do milho, farelo de soja e das racdes controle
positivo e negativo foram coletadas, moidas e utilizadas para a realizacdo das
mesmas analises propostas para as excretas.

Portanto, 1 ou 3 g de amostra foi suspenso em 20 mL de HCI 0,66 mol/L
seguido de agitagdo mecénica, a temperatura ambiente, por duas horas.
Posteriormente, o extrato foi centrifugado (14.881 x g/ 30 minutos/15 °C) sendo
o sobrenadante recolhido ¢ filtrado em papel filtro (Qualy® 12,5 @ e poros de 14
um). Na extracdo de 1:20, o filtrado foi diluido em fungdo da concentracdo de
fitato presente na amostra e da curva padrdo de 4cido fitico (método
colorimétrico). As dilui¢des (v:v, em mL) utilizadas para o milho, farelo de soja
e ragdes foram, respectivamente, 3:25; 1:25 e 2:25. Todavia, para as excretas a
diluigdo variou de 1:25 até 2:25 em funcdo do tratamento, pois quanto maior o
nivel de fitase na dieta menor o teor de Py na excreta e, consequentemente,
menor a diluigdo do filtrado. Apos a dilui¢do, o pH foi ajustado com NaOH até
6,0. No caso da extragdo de 3:20, o filtrado recolhido apds a centrifugacdo teve o
pH ajustado para 6,0 sem passar pela etapa de dilui¢@o realizada na extragdo de
1:20.

A purificagdo das amostras para separar o Pg; do P inorgénico (Pinorg) foi
realizada em colunas de vidro (0,7 x 15 cm) empacotadas com 0,5 g de resina de
troca aniénica (AG" 1-X4, 100 — 200 dry mesh, Bio-Rad) e lavadas com 15 mL
de NaCl 0,6 mol/L e 30 mL de agua ultra pura. Apds este processo de ativagao
da resina, 10 mL da amostra com o pH 6,0 foram aplicados a coluna,
descartando-se o eluato. Posteriormente, 15 mL de NaCl 0,6 mol/L foram
utilizados para eluir os polifosfatos retidos na resina, sendo o pH do eluato
coletado ajustado para 3,0 com HCI, pois segundo Friithbeck et al. (1995) este
pH favorece a reacdo do fosfato com o reagente de Wade.

Na sequéncia do método colorimétrico, uma aliquota do eluato coletado

(3 mL para a extragdo de 1:20 e de 100 a 600 pL para a extracdo de 3:20, sendo
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neste caso pipetado agua ultra pura para manter o volume final de 3 mL) foi
misturada @ 1 mL de reagente de Wade (cloreto férrico hexahidratado 0,03% e
acido sulfossalicilico 0,3%) e os tubos foram agitados em vortex procedendo-se
a leitura de absorbancia a 500 nm, usando agua para zerar o espectrofotometro.
A curva padrao de acido fitico foi realizada pipetando-se volumes crescentes da
solucdo estoque (200 mg/L) de acido fitico (PO109, lote 057k0049, Sigma-
Aldrich) de modo a obter concentragdes variando de 0 a 150 pg, sendo
adicionado em cada tubo 1 mL de reagente de Wade ¢ com o volume final
mantido em 4 mL. A conversdo da concentragdo de fitato em Py foi feita
considerando-se a propor¢do molar do P na molécula de acido fitico de 28,2%
(Angel et al., 2002).

O restante do eluato coletado (15 mL eluidos da resina menos a aliquota
utilizada na quantificagdo por colorimetria) foi evaporado a 40 °C e o residuo
solido foi re-suspenso em 2 mL de fase movel, centrifugado duas vezes (15.000
x g/10 minutos/4 °C), filtrado em membrana GV hidrofilica (Durapore de 0,22
um de poro e 25 mm de didmetro) e armazenado a 4 °C até a quantificacdo dos
fosfatos de mio-inositol por HPLC-IR.

A fase moével consistiu de 900 mL de metanol, 900 mL de acido formico
0,05 mol/L, 45 mL de EDTA 0,005 mol/L e 54 mL de hidroxido de
tetrabutilaménio 20%, sendo o pH da fase movel ajustado para 4,3 com acido
sulfurico. Antes de ser injetada no cromatégrafo, a fase moével foi filtrada a
vacuo e sonicada (degaseificada) por 50 minutos. As andlises foram realizadas
em cromatdografo Shimadzu equipado com detector de indice de refragdo
(RID10AI) € coluna C;3 CAPCELL PAK (5 um x 4,6 mm x 150 mm), com fase
moével a um fluxo de 0,5 mL/min. A temperatura do forno foi mantida a 45 °C e
o volume de injegdo foi de 20 pL.

Para a identificagdo das fragdes fosforiladas, os tempos de retengdo dos

compostos padrao hexafosfato de mio-inositol (IPs — cod. P0109/lote 057k0049);
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1,3,4,5,6-pentafosfato de mio-inositol (IPs — cod. 19261/lote 114K12831);
1,3,4,6-tetrafosfato de mio-inositol (IP, — cod. 19386/lote 60K17321) ¢ 1,4,5-
trifosfato de mio-inositol (IP; — co6d. 18761/lote 21H84341), obtidos sob as
mesmas condi¢des de analise, foram comparados com os tempos de retengdo dos
picos obtidos nas amostras. O IPs foi utilizado como padrio interno para
quantificacdo das fracdes fosforiladas (IP; a IPs) presentes nas amostras

(Sandberg & Ahderinne, 1986):

Concentrag¢do de IPy na amostra (em mg/mL) = 0,32 mg/mL x 4rea do pico do IPy na amostra

Area do pico do padrio interno

Em que IPy corresponde as fra¢des IP;, IP4, IP5s ou IP.

A conversao da concentracao de IPs em P foi calculada considerando-se
a propor¢do molar do P na molécula de IPs que ¢ de 28,2%. Para as fragdes IPs,
IP4 e IP; foram utilizadas as propor¢des molares de 26,7; 24,8 e 22,1%,
respectivamente.

O balango e coeficiente de retencdo do Py, foram calculados com base na
matéria seca, para cada metodologia avaliada. O consumo de Pg (g/ave) foi
calculado multiplicando-se o consumo de ragdo (g/ave) pelo teor (%) de Pg, da
racdo. Para calcular a excregdo absoluta do Pg (g/ave), a quantidade de excreta
(g/ave) foi multiplicada pelo teor (%) de Pg da excreta. O coeficiente de

hidrolise do Pg; foi calculado pela formula:

Coeficiente de hidrolise do Py (%) = (consumo de P — excrecdo de Pgi) x 100

consumo de Py

O teor de proteina nos extratos (mg de proteina/mL de extrato) foi

dosado usando a albumina sérica bovina como padrdo (Bradford, 1976).
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Cada gaiola foi considerada como uma unidade experimental sendo
realizada uma analise estatistica independente para cada metodologia analitica
avaliada. Os dados referentes ao consumo, excregdo e coeficiente de hidrolise do
Ps; foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o General Linear
Model do software SAS (2004) e quando significativa, utilizou-se modelos de
regressao polinomial (P<0,05) para avaliar o efeito da suplementagdo crescente
de fitase sobre esses parametros. A significancia do efeito do sexo das aves foi
avaliada pelo proprio teste de F, a 5% de probabilidade. Além disso, a ragdo

controle positivo foi comparada as demais ragdes experimentais pelo teste de

Dunnett a 5% de probabilidade.

Resultados e Discussao

A proposta inicial da presente pesquisa foi comparar as duas
metodologias analiticas (colorimétrica e cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detector de indice de refragdo — HPLC-IR) apenas na propor¢do de extragdo
de 1:20 (massa de amostra em g:volume de solvente extrator em mL), pois Brito
(2008) conseguiu quantificar fitato em ragdes e excretas de frangos de corte
pelo método colorimétrico nesta propor¢ao de extragdo. Todavia, com a extracao
de 1:20, verificou-se que para a maioria das amostras (principalmente para as
excretas dos frangos alimentados com as dietas contendo os maiores niveis de
fitase) ndo foi possivel detectar no cromatograma todos os picos referentes as
diferentes fracdes fosforiladas do mio-inositol por HPLC-IR e, além disso, os
poucos picos identificados apresentaram-se com uma intensidade inferior ao
limite de quantificagdo do analito nas condi¢des de analise. Por esse motivo, o
extrato foi concentrado para permitir que os analitos de interesse pudessem ser
quantificados por HPLC-IR. Durante este procedimento de concentragdo do

extrato, verificou-se que a maior propor¢ao possivel foi de 3:20, pois em
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propor¢des superiores, a amostra tornava-se pastosa o que era indesejado por
comprometer o processo de solubiliza¢do do analito.

Para o método colorimétrico, a extragdo na propor¢ao de 3:20 resultou
na determinacdo de menores concentragdes de fitato (Tabela 2) e,
consequentemente, menor teor de fosforo fitico (Pg) (Tabela 3) provavelmente
devido a interferéncia das proteinas presentes neste extrato. Segundo Frithbeck
et al. (1995), o pH da aliquota diluida deve ser ajustado para 6,0 porque este
valor estd acima do ponto isoelétrico da maioria das proteinas vegetais, ou seja,
em teoria elas apresentariam carga liquida negativa e haveria uma repulsdo
eletrostatica com o fitato evitando a formagdo de complexos fosfato de inositol
(IP)—proteina. Todavia, parece ter ocorrido a formacao desses complexos mesmo
ajustando o pH para 6,0.

Para investigar a formagdo desses complexos, amostras extraidas na
propor¢do de 3:20 foram centrifugadas e verificou-se visualmente grande
quantidade de precipitado (pellet) sendo determinado no sobrenadante apenas
52,07 £ 2,32 pg de proteina/mL de extrato (havia sido determinado 109,41 +
1,30 e 800,73 + 1,71 pg de proteina/mL, respectivamente, nos extratos nio
centrifugados resultantes das propor¢des de extracdo de 1:20 e 3:20). Além
disso, nenhum trago de fitato foi dosado no sobrenadante centrifugado,
reforcando a hipotese de que o fitato complexou-se com as proteinas da amostra
e precipitou apos a centrifugacao devido ao alto peso molecular dos complexos.

Além disso, com a extragdo de 1:20, a amostra percorria naturalmente a
resina de troca anionica pela agdo da gravidade, entretanto, com a extracdo de
3:20 a amostra apresentava-se turva e era necessario utilizar uma bomba de
pressdo para promover sua eluicdo pela resina. Portanto, na proporgdo de
extracdo 3:20 a complexacdo com proteinas resulta na subestimacdo do teor de
fitato, sendo que parte dos complexos IP—proteina provavelmente nao

percorrem a resina e aqueles que por ventura possam ser eluidos com a solugao



Tabela 2 - Teores de fitato em ingredientes, ragdes e excretas de frangos de corte machos e fémeas determinados segundo
duas metodologias analiticas e duas propor¢des de extragdo

g de fitato/100 g de MS, pelo método colorimétrico g de IP;'/100 g de MS, por HPLC-IR**
Amostras Extragdo 1:20 (m:v) Extracdo 3:20 (m:v) Extragdo 3:20 (m:v)
Milho 1,000 + 0,049 0,107+ 0,010 0,031 + 0,007
Farelo de soja 2,230 £ 0,012 0,375+ 0,018 0,549 + 0,006
Ragio CN* 1,341 £ 0,050 0,112 + 0,008 0,173 £0,010
Ragio CP’ 1,348 + 0,063 0,106 + 0,005 0,179 £ 0,015

g de fitato/100 g de MS, pelo método colorimétrico g de IP+'/100 g de MS, por HPLC-IR*”

Extragdo 1:20 (m:v) Extragdo 3:20 (m:v) Extragdo 3:20 (m:v)

Tratamentos (excretas) Machos Fémeas  Média Machos Fémeas  Média Machos Fémeas  Média
CN+ 0 FTU/kg 1,519 1,566 1,543 0,244 0,118 0,181 3,840 4,527 4,184
CN + 750 FTU/kg 1,456 0,757 1,107 0,168 0,076 0,122 3,994 2,866 3,430
CN + 1.500 FTU/kg 0,458 0,809 0,634 0,066 0,070 0,068 2,750 2,212 2,481
CN +2.250 FTU/kg 0,655 0,753 0,704 0,090 0,083 0,087 2,719 2,505 2,612
Meédia 1,022 0,971 0,142 0,087 3,326 3,028
CP, sem fitase 2,425 3,004 2,715 0,316 0,344 0,330 3,784 4,480 4,132

FTU: unidades de atividade da fitase. (m:v): massa de amostra em g:volume de solvente extrator em mL. MS: matéria seca.
'IP; = fosfatos de mio-inositol totais (corresponde a soma das fragoes IP3, IP,, IPs e IPy). ’HPLC-IR: cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de indice de refracao. *Na proporg¢do de extragdo de 1:20 (m:v) a concentrag@o dos fosfatos de mio-
inositol na aliquota injetada no cromatografo ficou abaixo do limite de detec¢do/quantificacao. *Ragdo controle negativo (CN)
formulada com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragdo. “Ragdo controle positivo (CP) formulada com 4,26 g de fosforo
disponivel/kg de ragdo.

Ly



Tabela 3 - Teores de fosforo fitico (Pg) em ingredientes, ragdes e excretas de frangos de corte machos e fémeas
determinados segundo duas metodologias analiticas e duas proporgdes de extragao

g de Pg;'/100 g de MS, pelo método colorimétrico

g de Py, /100 g de MS, por HPLC-

IR3,4
Amostras Extragdo 1:20 (m:v) Extragdo 3:20 (m:v) Extragdo 3:20 (m:v)
Milho 0,282 +0,017 0,030 + 0,006 0,009 £+ 0,001
Farelo de soja 0,629 = 0,003 0,106 £ 0,009 0,154 £ 0,004
Ragdo CN’ 0,378 £ 0,014 0,032 + 0,002 0,049 £ 0,008
Ragdo CP® 0,380 +0,018 0,030 £ 0,001 0,050 £ 0,012
gde P:./100 g de MS, pelo método colorimétrico g de Py, /100 g de MS, por HPLC-IR>*

Extragdo 1:20 (m:v) Extracdo 3:20 (m:v) Extracdo 3:20 (m:v)
Tratamentos Machos Fémeas Média Machos Fémeas Média Machos Fémeas Média
CN + 0 FTU/kg 0,428 0,442 0,435 0,069 0,033 0,051 0,856 1,010 0,934
CN + 750 FTU/kg 0,411 0,213 0,312 0,047 0,021 0,034 0,888 0,640 0,764
CN + 1.500 FTU/kg 0,129 0,228 0,179 0,019 0,020 0,019 0,614 0,494 0,554
CN +2.250 FTU/kg 0,185 0,212 0,199 0,025 0,023 0,024 0,608 0,560 0,584
Média 0,288 0,274 0,040 0,024 0,742 0,676
CP, sem fitase 0,684 0,847 0,765 0,089 0,097 0,093 0,844 1,000 0,922

FTU: unidades de atividade da fitase. (m:v): massa de amostra em g:volume de solvente extrator em mL. MS: matéria seca.

'Fésforo fitico (%) = teor de fitato determinado (%) x 0,282. *Fésforo fitico (%) = (% de IP; x 0,221) + (% de IP, x 0,248) + (% de
IPs x 0,267) + (% de IPg x 0,282). *HPLC-IR: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragdo. “Na
proporgdo de extra¢do de 1:20 (m:v) a concentragdo dos fosfatos de mio-inositol na aliquota injetada no cromatédgrafo ficou abaixo do
limite de detecgio/quantificagio. *Ragdo controle negativo (CN) formulada com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragdo. “Ragdo
controle positivo (CP) formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de rag@o.

8y
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salina podem nao ser corretamente dosados devido a reacdo inadequada destes
com o reagente de Wade. Além das proteinas, o fitato também pode se
complexar com minerais (Kornegay, 2001) os quais também podem ter
interferido na dosagem do fitato, contudo, como o conteudo de proteina na ragao
€ muito superior ao de minerais ¢ provavel que o efeito das proteinas tenha sido
mais pronunciado.

Quando o extrato na propor¢ao de 1:20 foi dosado colorimetricamente,
os teores determinados para o milho e farelo de soja neste trabalho foram
aproximadamente 30 e 44% mais altos que os valores médios apresentados na
ultima edicdo das Tabelas Brasileiras para Aves e Suinos: 0,217 ¢ 0,437g de
Ps/100g de MS de milho e farelo de soja, respectivamente (Rostagno et at.,
2011), porém a metodologia utilizada para a determinagdo desses teores nao foi
divulgada. Além da metodologia, essas diferencas observadas também podem
ser devido a variagdes ambientais, genéticas e/ou de cultivo que podem alterar a
composicao de Py nas sementes e graos, conforme pode ser exemplificado pelo
trabalho de Wadt et al. (2010), os quais recolheram 94 amostras de milho
oriundos das regides Sul, Sudeste ¢ Centro Oeste do pais na safra de verdo de
2009 e verificaram diferencas dentro da mesma regido e também entre regides
de cultivo, com teores de Py determinados de 1,0 a 2,6 g/kg de milho o que
representa uma variagdo de 160%. Portanto, a metodologia colorimétrica na
proporg¢do de extragdo de 1:20 se mostrou a mais adequada para quantificar o Pg;

Os tempos de retencdo (em minutos) para os padrdes 1Pz, IP4, IPs e 1P
foram de 6,793; 10,386; 15,113 e 18,791, respectivamente. Os teores de Pg
determinados no milho, farelo de soja e ragdes pela metodologia de HPLC-IR
também foram inferiores aos determinados por colorimetria na extragdo de 1:20
(Tabela 3) devido a complexagdo do fitato com outras moléculas presentes no

extrato, principalmente as proteinas. Por outro lado, isso ndo foi observado para
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as excretas, o que pode ser justificado pelo perfil de ésteres de fosfatos de mio-
inositol presentes nas amostras (Tabela 4).

De modo geral, quanto maior o grau de fosforilagdo do mio-inositol,
maior € o seu poder de complexag@o porque quanto mais grupos fosfatos houver
na molécula, maior sera o numero de cargas negativas resultantes da
desprotonacao destes grupos fosfatos (Kornegay, 2001). Neste sentido, Yu et al.
(2012) avaliaram recentemente o efeito do grau de fosforilagdo do mio-inositol
sobre o potencial da molécula para complexar-se com a proteina da soja ¢ B-
caseina bovina e concluiram, para ambas as proteinas, que o IPs possui alto
poder quelante o qual é acentuadamente reduzido pela perda de um grupo
fosfato (IPs) se tornando praticamente nulo nas demais fra¢des fosforiladas (IP4
até IP,). Portanto, devido a presenca das fragdes com menos de cinco grupos
fosfato nas excretas, a interferéncia das proteinas nessas amostras foi menor do
que nos ingredientes e nas ragoes.

No milho, apenas a fracdo IPs foi detectada enquanto que no farelo de
soja e nas ragdes os fosfatos de mio-inositol estavam distribuidos entre IPs e IPg,
mas com predominio do IPs Consequentemente, € provavel que tenha ocorrido
altas taxas de complexacdo destas fragdes com outras moléculas ou ions e uma
vez complexados, as propriedades fisico-quimicas destes complexos sao
diferentes das fragdes isoladas causando alteragcdes nos tempos de retencdo
impedindo que estes complexos possam ser identificados no cromatograma,
ocasionando a subestimacao dos resultados. Essa interferéncia pela formagdo de
complexos foi menor nas excretas devido ao predominio de fragcdes com baixa
capacidade complexante como o IP4 e IP; que sdo produtos da agdo enzimatica
da fitase sobre o fitato.

Embora seja possivel comparar as metodologias para quantificar o Pg
com base nos teores determinados, esses dados ndo sdo adequados para avaliar a

eficiéncia da fitase em disponibilizar Py, para frangos de corte. Para isso, ¢



Tabela 4 - Teores de fosforo (P) correspondentes as diferentes fragoes fosforiladas do mio-inositol determinadas em
ingredientes, racdes e excretas de frangos de corte utilizando-se a metodologia HPLC-IR" e a proporgio de
extragdo de 3:20 (m:v)

Ingredientes e ragdes

Amostras g de P do IP5/100 g de MS g de P do IP,/100 g de MS g de P do IPs/100 g de MS g de P do IP¢/100 g de MS
Milho 0,000 0,000 0,000 0,009 + 0,004
Farelo de soja 0,000 0,000 0,018 + 0,002 0,136 + 0,008
Ragdo CN? 0,000 0,000 0,008 + 0,001 0,041 + 0,003
Ragio CP* 0,000 0,000 0,008 £ 0,001 0,042 £ 0,002
Excretas

g de P do IP5/100 g de MS g de P do IP,/100 g de MS g de P do IPs/100 g de MS g de P do IP¢/100 g de MS
Tratamentos Macho Fémea Média Macho Fémea Média Macho Fémea Média Macho Fémea Meédia
CN+0FTU 0,799 0,938 0,869 0,036 0,054 0,045 0,014 0,016 0,015 0,007 0,002 0,005
CN+750 FTU 0,849 0,590 0,720 0,024 0,033 0,029 0,013 0,013 0,013 0,002 0,004 0,003
CN+1500FTU 0,567 0,458 0,513 0,029 0,024 0,027 0,014 0,011 0,013 0,004 0,001 0,003
CN+2250FTU 0,559 0,512 0,536 0,030 0,030 0,030 0,016 0,015 0,016 0,003 0,003 0,003
Média 0,694 0,625 0,030 0,035 0,014 0,014 0,004 0,002
CP, sem fitase 0,782 0,921 0,852 0,043 0,059 0,051 0,015 0,018 0,017 0,004 0,002 0,003

FTU: unidades de atividade da fitase. MS: matéria seca.

'HPLC-IR: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragio. *Na proporgio de extragdo de 1:20 (m:v) a
concentracdo de fosfatos de mio-inositol na aliquota injetada no cromatégrafo ficou abaixo do limite de detecgao/quantificacdo.
*Ragdo controle negativo (CN) formulada com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragdo. “Ragio controle positivo (CP) formulada
com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de racdo.

IS
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preciso levar em consideragdo ndo somente o teor de Py, determinado nas ragdes
e excretas como também o consumo de ragdo e a quantidade de excretas
produzidas no periodo da coleta (todos os dados em matéria seca). Conforme
discutido anteriormente, as metodologias colorimétrica ¢ por HPLC-IR na
proporg¢do de extragdo de 3:20 apresentaram problemas na determinagdo do teor
de Pg, o que ird refletir no célculo inadequado do balango e retengdo do Pg
(Tabelas 5 e 6) (APENDICES C, D, E ¢ F).

Diante do exposto, a metodologia colorimétrica com a propor¢do de extracio de
1:20, mostrou-se a mais adequada e, portanto, proporcionou os resultados mais
confiaveis sobre o balango e retencdo do Py pelos frangos de corte (Tabela 7)
(APENDICES A ¢ B). Nio houve interagdo (P>0,05) entre os niveis de fitase e o
sexo para o consumo, excrecao e coeficiente de hidrdlise do Pg;. O sexo das aves
afetou (P<0,01) apenas o consumo de Pg, sendo que os machos consumiram
12% mais Pg que as fémeas. O aumento do nivel de fitase na ragdo ndo
influenciou (P>0,05) o consumo, mas reduziu linearmente (P<0,01) a excre¢do
do Pg em até 57,75% o que representa bons resultados, pois demonstra a
possibilidade de se produzir frangos de corte com menor excrecdo de P no
ambiente.

Verificou-se que nas ragdes sem fitase suplementada (exodgena), houve
aproveitamento de parte do Py presente na ragdo, semelhante ao observado por
Han et al. (2009), que atribuiram esse resultado a agdo da fitase endogena
presente no epitélio intestinal das aves. Além disso, a redugdo do Py, de 4,26
para 2,13 g/kg de ragdo aumentou o coeficiente de hidrélise/retengdo do Py de
43,37 para 69,67%, assemelhando-se aos resultados reportados por Onyango et
al. (2006) que avaliaram o efeito de dois niveis de P na ragdo (sem
suplementacdo de fitase) sobre a atividade da fitase presente na mucosa
intestinal (duodeno) de frangos de corte, no periodo de 8 a 20 dias de idade, e

observaram que a atividade dessa enzima aumentou de 29,46 para 43,25 nmols



Tabela 5 - Balango e retencao do fosforo fitico (em matéria seca) de frangos de corte machos e fémeas alimentados com
ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase, utilizando-se a
metodologia colorimétrica e a propor¢ao de extracdo de 3:20 (m:v) para a determinagdo do teor de fosforo fitico

nas ragoes e excretas.

Consumo (g/ave)

Excregdo (g/ave)

Coeficiente de hidrolise (%)

Tratamentos Machos Fémeas Média' Machos’ Fémeas Meédia Machos’® Fémeas Meédia
Ragio CN* + 0 FTU/kg de ragio 0,110 0,098 0,104 0,045a  0,025b 0,035%* 59,05b  7446a 66,75*
Ragdo CN + 750 FTU/kg de ragdo 0,117 0,105 0,111 0,046a  0,019b 0,033* 60,38b  81,68a 71,03*
Ragdo CN + 1.500 FTU/kg de ragdo 0,116 0,103 0,110 0,019 0,017 0,018* 84,13 83,59  83.,86*
Ragdo CN +2.250 FTU/kg de ragdo 0,110 0,096 0,103 0,023 0,018 0,021* 79,05 80,59  79,82*
Média 0,113a  0,101b 0,033 0,020 70,65 80,08

Racdo CP’, sem fitase 0,116 0,106 0,111 0,093 0,092 0,093 19,83 12,88 16,35
Ragdo P<0,05 P<0,01 P<0,01

Sexo P<0,01 P<0,01 P<0,01

Ragdo x Sexo NS P<0,01 P<0,01
Coeficiente de variagdo (%) 4,82 12,52 7,38

FTU: unidades de atividade da fitase. Médias com letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de F (P<0,05). NS = ndo
significativo (P>0,05). *Difere da racdo controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05).
'Consumo de fosforo fitico = (6,17 x 10%)x* + (1,33 x 10”)x + 0,104 (R2 =0,99). *Excregdo de fosforo fitico dentro do sexo
macho = -0,00001251x + 0,04735 (R2 =0,68). 3Coeficiente de hidrolise do fosforo fitico dentro do sexo macho = 0,01117x +
58,08799 (R2 =0,71). *Racio controle negativo (CN) formulada com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragao. *Ragdo controle
positivo (CP) formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragao.
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Tabela 6 - Balango e retencao do fosforo fitico (em matéria seca) de frangos de corte machos e fémeas alimentados com
ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase, utilizando-se a
metodologia HPLC-IR' e a propor¢io de extragdo de 3:20 (m:v) para a determinagio do teor de fosforo fitico
nas ragdes e excretas.

Consumo (g/ave) Excrecdo (g/ave)

Tratamentos Machos Fémeas Média Machos® Fémeas® Meédia Coeficiente de hidrélise
(%)’

Ragio CN® + 0 FTU/kg de ragio 0,180 0,159  0,170* 0,806 0,785 0,796 -370,8
Ragdo CN + 750 FTU/kg de ragao 0,191 0,172 0,182 0,868a 0,568b 0,718* -292,5*
Ragdo CN + 1.500 FTU/kg de ragéo 0,190 0,168 0,179 0,609a 0,425b  0,517* -186,3*
Ragio CN + 2.250 FTU/kg de ragdo 0,180 0,157  0,168%* 0,550 0,440  0,495* 196,4*
Média 0,185a  0,164b 0,708 0,555
Ragdo CP’, sem fitase 0,193 0,176 0,185 0,878 0,952 0,915 -396,7
Ragdo P<0,05 P<0,01 P<0,01
Sexo P<0,01 P<0,05 NS
Racgdo x Sexo NS P<0,05 NS
Coeficiente de variagao (%) 4,80 15,14 -22.41

FTU: unidades de atividade da fitase. Médias com letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de F (P<0,05). NS = ndo
significativo (P>0,05). *Difere da ragdo controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05).

'HPLC-IR: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragdo. “Consumo de fésforo fitico = (-1,00701
x 10%)x? + 0,00002179x + 0,17004 (R* =0,99). *Excregdo de fosforo fitico dentro do sexo macho = -0,00013708x + 0,86252
(R2 =0,75). 4Excre<;€10 de fosforo fitico dentro do sexo fémea = -0,00015678x + 0,73095 (R2 =0,83). >Coeficiente de hidrolise
do fosforo fitico = 0,08392x — 355,88873 (R* = 0,87). *Ragdo controle negativo (CN) formulada com 2,13 g de fosforo
disponivel/kg de ragdo. "Ragio controle positivo (CP) formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragdo.
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Tabela 7 - Balango e reten¢do do fosforo fitico (em matéria seca) de frangos de corte alimentados com ragdes deficientes
em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase, utilizando-se a metodologia
colorimétrica e a propor¢ao de extragdo de 1:20 (g de amostra:mL de solvente extrator) para a determinago
do teor de fosforo fitico nas racdes e excretas.

Consumo (g/ave)

Tratamentos Machos Fémeas Média Excrecao Coeficiente de hidrolise
(g/ave)' (%)’
Ragdo CN’ + 0 FTU/kg de ragdo 1,394 1,235 1,315 0,400* 69,67*
Racdo CN + 750 FTU/kg de racao 1,456 1,315 1,386 0,293* 79,17*
Ragdo CN + 1.500 FTU/kg de ragéo 1,467 1,299 1,383 0,157* 88,45%
Ragdo CN + 2.250 FTU/kg de ragéo 1,398 1,221 1,309 0,169* 86,88%*
Média 1,429a  1,268b
Racao CP*, sem fitase 1,468 1,341 1,405 0,794 43,37
Racao NS P<0,01 P<0,01
Sexo P<0,01 NS NS
Racgdo x Sexo NS NS NS
Coeficiente de variacao (%) 4,84 20,89 7,80

FTU: unidades de atividade da fitase. Médias com letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de F (P<0,05). NS
= ndo significativo (P>0,05). *Difere da ragdo controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05).

1Excregﬁo de fosforo fitico = -0,00011024x + 0,37882 (R2 =0,87). *Coeficiente de hidrolise do fosforo fitico = -
0,00000492x> + 0,01919x + 69,14 (R* = 0,97). *Ragdo controle negativo (CN) formulada com 2,13 g de fosforo
disponivel/kg de ragdo. “Ragdo controle positivo (CP) formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragio.
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de Pior/mg de proteina/min quando a concentracdo de P total na dieta foi
reduzida de 7,0 para 3,6 g/kg de ragdo, o que foi justificado pelo mecanismo de
inibicdo enzimatica na presenga do produto da catilise, ou ainda, pela
possibilidade do aumento na concentra¢do do Pi, na dieta poder causar uma
“down-regulation” na producao da fitase endégena.

O aumento da inclusdo de fitase na dieta aumentou (P<0,01) a reten¢do
do Py (Tabela 7) corroborando com Han et al. (2009) que também verificaram
melhora gradativa no aproveitamento do Pg; pelo aumento do nivel de fitase na
dieta. A maior taxa de hidroélise foi estimada em 87,85% quando a dieta continha
1.950 FTU/kg de racdo (Coeficiente de hidrolise do fosforo fitico = -
0,00000492x> + 0,01919x + 69,14; R*> = 0,97). Assim, como o teor médio de Pg;
determinado na ragdo foi 3,25 g de Pgy/kg de ragdo em matéria natural
(considerando-se o valor médio determinado de 3,78 g de Ps/kg de ragdo em
matéria seca e o teor de unidade de 13,88% =+ 0,45), € possivel reduzir o teor de

P da dieta em 2,86 g de fosforo/kg com o uso de 1.950 FTU/kg de racao.

Conclusoes

A combinagdo da propor¢ao de extragdo de 1:20 (g:mL) e a metodologia
colorimétrica mostrou-se mais adequada para determinar o teor de Py nas ragdes
e nas excretas dos frangos. O sexo das aves nao influenciou o aproveitamento do
P fitico. O uso de de 1.950 FTU/kg de ragdo permite reduzir o P inorganico na
formulagdo em quantidade equivalente a 87,85% do teor de Py, presente na dieta,

correspondendo a reducdo de 2,86 g de P/kg de ragdo formulada.
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ARTIGO 2

Niveis crescentes de fitase em racgdes para frangos de corte, formuladas com

reduzido teor de fésforo disponivel

Naves, L. de P.; Rodrigues, P. B. et al.

Artigo redigido conforme as normas da Revista Ciéncia e Agrotecnologia —

versdo preliminar

RESUMO - A redugdo do teor de fosforo disponivel (Pgisp) na dieta deve ser
acompanhada de adequada suplementacdo da fitase. Um experimento foi
conduzido com frangos de corte, no periodo de 15 a 28 dias de idade para
determinar o nivel de fitase necessario quando a racdo ¢ formulada com 0,213%
de P4is, para permitir resultados de desempenho, teor de cinzas na tibia e
aproveitamento do calcio (Ca) semelhantes ao determinado para aves
alimentadas com uma dieta formulada para atender suas exigéncias nutricionais.
Um total de 120 frangos foram distribuidos em esquema fatorial 5 x 2
correspondendo a quatro ragdes deficientes em Pgig, (0,213%) suplementadas
com fitase (0; 750; 1.500 ou 2.250 FTU/kg de ragdo) mais uma rag¢do controle
positivo sem fitase (0,426% de Pgis,), fornecidas a frangos machos e fémeas, em
trés repeticdes de quatro aves cada. Os machos apresentaram maior consumo de
racdo, ganho de peso e balanco de Ca e Py, além de melhor conversdo
alimentar e reten¢do do Pyi. A redugdo do teor de Pgiy, da dieta sem o uso de
fitase piorou o desempenho, o teor de cinzas dsseas e a retencao do Ca, todavia,
esses parametros foram gradativamente melhorados com o aumento do nivel de
fitase na ragdo. Conclui-se que, independente do sexo, ao utilizar 2.250 FTU/kg

de racdo ¢ possivel reduzir o teor de Pgg para 0,213% sem prejudicar o
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desempenho, teor de cinzas na tibia ¢ a retengdo do Ca, além de reduzir a
excre¢do do Py, em 56,75% e melhorar seu aproveitamento em 38,58%.
Termos para indexagdo: cinzas Osseas, desempenho, enzima, fitato,

metabolismo

INTRODUCAO

A idéia central do uso de fitase na dieta de frangos de corte baseia-se na
reducdo do teor de fosforo disponivel (Pgisp) na ragdo, acompanhada da inclusdo
da enzima de maneira que o teor de Py, presente na ragdo somado ao teor de P
fitico (Pg) disponibilizado pela acdo catalitica da fitase atenda a exigéncia de P
da ave (HAN et al., 2009).

Segundo Jendza et al. (2006), 500 unidades de atividade da fitase
(FTU)/kg de racdo sao equivalentes a adi¢do de 0,12% de P inorgénico na dieta.
Ja Shaw et al. (2011) relataram que ¢é possivel reduzir em 0,16 pontos
percentuais o Pgg, na formulagdo da ragdo utilizando 1.000 FTU/kg. Esses
valores de equivaléncia representam bons resultados, entretanto, com o
constante avango das técnicas de producdo comercial da fitase, o preco da
enzima tem diminuido despertando o interesse dos nutricionistas em avaliar
maiores taxas de inclusdo da fitase na dieta de frangos de corte a fim de
possibilitar reduzir ainda mais o teor de Pgg, na ragdo, o que ird refletir em
menor custo com a alimentacdo das aves associado a menor excre¢do de P no
ambiente (MENEGHETTI et al., 2011).

Portanto, este trabalho foi realizado com frangos de corte machos e
fémeas, no periodo de 15 a 28 dias de idade, para determinar o nivel de fitase
que deve ser utilizado quando a ragdo ¢ formulada com 0,213% de Py
considerando-se, além da melhora na retengdo do P da racdo, resultados de

desempenho, teor de cinzas na tibia e aproveitamento do Ca da dieta
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semelhantes ao determinado para as aves alimentadas com uma dieta controle
positivo formulada para atender suas exigéncias nutricionais no periodo

avaliado.

MATERIAL E METODOS

Um experimento de metabolismo foi conduzido no Setor de Avicultura
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), com
frangos de corte no periodo de 15 a 28 dias de idade. Todos os procedimentos
experimentais adotados foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais da UFLA (protocolo n® 004/11). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado disposto em esquema fatorial 5 x 2, sendo quatro
ragdes igualmente deficientes em fosforo disponivel (Paisp) suplementadas com
fitase (0; 750; 1.500 e 2.250 unidades de atividade de fitase — FTU/kg de ragéo)
mais uma ragdo controle positivo, sem fitase, formulada segundo as
recomendagdes nutricionais de Rostagno et al. (2005), fornecidas a aves machos
e fémeas. Trés repeticdes de quatro aves foram realizadas para cada tratamento.

Foram utilizados um total de 120 pintos de corte (60 aves de cada sexo)
Cobb-500" os quais foram adquiridos com um dia de idade, sexados e criados
em galpao de alvenaria até os 14 dias de idade com rag@o a base de milho e
farelo de soja formulada para atender suas exigéncias nutricionais (Rostagno et
al., 2005). No 15° dia de idade, as aves foram pesadas individualmente,
separadas por faixas de peso e transferidas para gaiolas (unidades experimentais;
com dimensdes de 50 x 50 x 50 cm) em uma sala de metabolismo, de modo que
as unidades experimentais apresentassem o peso médio inicial dos frangos
semelhante entre si (0,465 kg &= 0,002). A sala dispunha de iluminacdo constante
e temperatura controlada, sendo cada gaiola provida de um bebedouro, um

comedouro individual e uma bandeja coletora de excretas. As dietas
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experimentais (Tabela 1) e agua foram fornecidas a vontade no periodo de 15 a

28 dias de idade.

Tabela 1 - Composigdo das dietas experimentais.

CN suplementada com fitase®

Ingrediente (%) CP! CN? 750/ 1.500/ 2.250
Milho 59,620 60,486 60,486
Farelo de soja 33,529 33,371 33,371

Oleo de soja 3,161 2,868 2,868

Sal 0,482 0,482 0,482
L-lisina HCI 98% 0,167 0,170 0,170
DL-metionina 99% 0,229 0,228 0,228
L-treonina 98,5% 0,035 0,035 0,035
Suplemento mineral® 0,050 0,050 0,050
Suplemento vitaminico® 0,040 0,040 0,040
Cloreto de colina 60% 0,045 0,045 0,045
Calcario calcitico 0,874 1,610 1,610
Fosfato bicalcico 1,719 0,565 0,565
Inerte (caulim) 0,0500  0,0500 0,0425/ 0,0350/ 0,0275
Fitase® 0 0 0,0075/ 0,0150/ 0,0225
Composi¢do nutricional calculada e determinada

Energia metabolizavel (kcal/kg) 3.050 3.050 3.050
Proteina bruta (%) calculada 20,12 20,12 20,12
Lisina digestivel (%) calculada 1,110 1,110 1,110

Met + cist digestivel (%) calculada 0,794 0,794 0,794
Sédio (%) calculado 0,210 0,210 0,210
Caélcio (%) calculado 0,855 0,855 0,855
Calcio (%) determinado 0,863 0,850 0,849
Fosforo total (%) calculado 0,639 0,426 0,426
Foésforo total (%) determinado 0,648 0,437 0,436
Fosforo disponivel7 (%) calculado 0,426 0,213 0,213
Fésforo fitico® (%) calculado 0,213 0,213 0,213
Atividade da fitase calculada™® 0 0 750/ 1.500/ 2.250
Atividade da fitase determinada®® 0 0 749/ 1.497/ 2.246

'CP: dieta controle positivo formulada para atender as necessidades nutricionais de frangos de
corte, no periodo de 15 a 28 dias de idade, segundo Rostagno et al. (2005).

’CN: dieta controle negativo deficiente em fésforo disponivel. *Suplementagio enzimatica
expressa em FTU/kg de dieta, sendo que 1FTU corresponde a uma unidade de atividade da fitase.
*Contetndo/kg de ragio: 55 mg Zn; 48 mg Fe; 10 mg Cu; 78 mg Mn; 0,70 mg I; 0,18 mg Se.
*Contetido/kg de ragdo: 4,8 mg vit. B,; 8.000 UT vit. A; 2.000 UI vit. Dy; 1,2 mg vit. By; 2,4 mg vit
Bg; 10,8 pg vit. Byp; 0,024 mg biotina; 0,64 mg acido folico; 11,6 mg acido pantoténico; 1,92 mg
vit. Ki; 16,2 UI vit. E. °Ronozyme®NP—(CT); 6-fitase (EC 3.1.3.26) sintetizada pelo
microrganismo Aspergillus oryzae (DSM 17594). Enzima com atividade declarada de 10.000



64

FTU/g de produto e atividade determinada de 9.980 FTU/g de produto, segundo metodologia
proposta por Engelen et al. (1994). "Considerando-se, no calculo, que um tergo do fosforo total
presente no milho e farelo de soja correspondem ao fosforo disponivel e que o fosforo fornecido
pelo fosfato bicalcico é 100% disponivel (Rostagno et al., 2005). *Considerando-se, no calculo,
que dois ter¢os do fosforo total presente no milho e farelo de soja correspondem ao fosforo fitico
(Rostagno et al., 2005).

O periodo experimental compreendeu 13 dias, sendo dez dias de
adaptagdo as instalagdes e dietas experimentais seguidos de trés dias
(RODRIGUES et al., 2005) de coleta total das excretas, por unidade
experimental. As ragdes e as sobras foram pesadas e registradas no 152, 25°
¢ 28° dia de idade das aves para os posteriores calculos do consumo de ragdo
(CR) no periodo total e no periodo de coleta. As aves foram pesadas no 15° e 28°
dia de idade para os calculos do ganho de peso (GP) neste periodo. A conversio
alimentar foi calculada dividindo-se o CR pelo GP.

A coleta total de excretas foi realizada diariamente na parte da manha,
sendo que as excretas de uma mesma unidade experimental foram reunidas em
sacos plasticos identificados e armazenadas em freezer até o ultimo dia de coleta
quando foram pesadas, homogeneizadas e pré-secas em estufa a 55 °C por 72
horas. As excretas pré-secas foram moidas e a matéria seca total foi determinada
considerando-se a perda de umidade na etapa de pré-secagem e também a 105 °C
(método 934.01 da ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMISTS, 2005). Os teores de calcio (Ca) e fosforo total (Piy) foram
determinados, respectivamente, pelos métodos 935.13 e 965.17 da AOAC
(2005). Paralelamente, os teores de matéria seca, Ca e Py, foram determinados
nas ragoes.

O balango e retencdo do Ca e do Py, foram calculados com base na
matéria seca. O consumo do nutriente (g/ave) foi calculado multiplicando-se o
CR (g/ave) pelo teor (%) do nutriente na ragdo. Para calcular a excre¢do do
nutriente (g/ave), a quantidade de excreta (g/ave) foi multiplicada pelo teor (%)

do nutriente determinado na excreta. O coeficiente de reten¢do (Cgre) foi



65

calculado pela formula: C,; (%) = [(consumo do nutriente - excre¢do absoluta do
nutriente)/consumo do nutriente] x 100.

Ao final do experimento, trés aves por repetigdo foram abatidas para a
retirada da tibia esquerda que foi posteriormente descarnada, seca a 105 °C,
desengordurada em éter etilico e incinerada a 600 °C, determinando-se o teor das
cinzas (método 942.05 da AOAC, 2005).

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a analise de
varidncia utilizando-se o General Linear Model (GLM) do software SAS (2004)
e quando significativa, modelos de regressdo polinomial (P<0,05) foram
utilizados para avaliar o efeito do nivel de suplementagdo da fitase. A
significancia do sexo das aves foi avaliada pelo proprio teste de F, a 5% de
probabilidade. Além disso, a ragdo controle positivo foi comparada as demais

racdes experimentais pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve mortalidade durante todo o periodo experimental. Além
disso, ndo houve interacao (P>0,05) entre o nivel de fitase na racdo e o sexo das
aves para todos os pardmetros de desempenho avaliados (Tabela 2)
(APENDICES G ¢ H). Entretanto, houve efeito isolado (P<0,01) do sexo sendo
que os machos consumiram 10,26% mais ragdo, além de apresentarem 15,17%
maior ganho de peso (GP) e 4,52% melhor conversdo alimentar (CA),
corroborando com Mendes et al. (2004) os quais relataram que frangos de corte
machos normalmente apresentam melhor desempenho que as fémeas quando
criados sobre as mesmas condigdes.

O aumento do nivel de fitase na ragdo influenciou de forma quadratica
(P<0,05 e P<0,01, respectivamente) o consumo de racdo (CR) e GP das aves,

estimando-se maior CR e GP com o uso de 1.069 e 1.401 unidades de atividade



Tabela 2 — Desempenho de frangos de corte machos ¢ fémeas, no periodo de 15 a 28 dias de idade, alimentados com
ragdes deficientes em fosforo disponivel (Pyi,) suplementadas com niveis crescentes de fitase.

Consumo de ragéo (g/ave) Ganho de peso (g/ave) Conversao alimentar (g/g)
Tratamentos Machos Fémeas Média' Machos Fémeas Média” Machos Fémeas Média’
0,213% de Pgisp, + 0 FTU/kg 1.496 1.365 1.431 979 856 917* 1,53 1,60 1,56*
0,213% de Py, + 750 FTU/kg 1.530 1.400 1.465 1.036 892 964 1,48 1,57 1,52%*
0,213% de Pgisp + 1.500 FTU/kg 1.519 1.375 1.447 1.020 900 960 1,49 1,53 1,51
0,213% de Pgis, + 2.250 FTU/kg 1.503 1.358 1.430 1.029 885 953 1,48 1,53 1,50
Média 1.515a  1.374b 1.025a 890b 1,48b 1,55a
0,426% de Pgis, sem fitase 1.529 1.373 1.451 1.072 915 994 1,43 1,50 1,46
P-valor
Ragdo P<0,05 P<0,01 P<0,05
Sexo P<0,01 P<0,01 P<0,01
Racdo x Sexo NS NS NS
Coeficiente de variagao (%) 1,39 2,41 2,20

FTU: unidades de atividade da fitase. NS: ndo significativo (P>0,05). Médias com letras distintas, na linha, diferem
entre si pelo teste de F (P<0,05). *Difere da ra¢ao controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05).

'Consumo de rago (0,213% de Pgp) = -0,00002259x> + 0,04832x + 1433,3250 (R* = 0,82).

*Ganho de peso (0,213% de Pgi,) = -0,00002430x° + 0,06809x + 919,65 (R* = 0,92).

*Conversio alimentar (0,213% de Pgisp) = -0,00002520x + 1,55305 (R = 0,84).
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da fitase — FTU/kg de ragdo, respectivamente (Tabela 2). Por outro lado, a CA
dos frangos melhorou (P<0,05) linearmente com a suplementagdo crescente de
fitase na ragdo, sendo observada uma melhoria de até 3,85% neste parametro
com o uso de 2.250 FTU/kg de racdo. De modo semelhante, Fukayama et al.
(2008) também verificaram efeitos quadraticos para o CR e GP e efeito linear
decrescente para a CA em frangos de corte machos de 1 a 20 dias de idade
alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel — Pgig, (0,273%) sem
fitase ou suplementadas com 500, 750 ou 1.000 FTU/kg de rag@o.

Em relag@o a ragdo controle positivo, ndo houve diferenca (P>0,05) para
o CR, entretanto, houve diferenca (P<0,05) para o GP e a CA. Os frangos que
receberam a ragdo contendo 0,213% de Pgis, sem fitase apresentaram piora de
7,75% no GP, indicando que essa dieta ndo forneceu P em quantidade necessaria
para o desenvolvimento adequado das aves, mas ao utilizar a fitase em niveis a
partir de 750 FTU/kg, o P fitico (Pg) presente nos ingredientes vegetais da racao
foi hidrolisado pela enzima em quantidade suficiente para evitar prejuizo no GP
das aves. Contudo, apenas as ragdes deficientes em Py, contendo 1.500 ou
2.250 FTU/kg proporcionaram CA semelhante ao observado para os frangos do
grupo controle positivo. Todavia, segundo Sakomura & Rostagno (2007), a
recomendagdo do nivel de fitase na formulagdo da dieta também deve considerar
uma adequada mineraliza¢do Ossea.

Nao houve intera¢dao (P>0,05) entre os niveis de fitase e o sexo para o
teor de cinzas na tibia, nem efeito isolado (P>0,05) do sexo para este parametro
(Tabela 3) (APENDICE H). Por outro lado, houve melhoria linear (P<0,01) no
teor de cinzas na tibia em funcdo do aumento do nivel de fitase na racio,
corroborando com os resultados de Han et al. (2009) e Santos et al. (2008) que
também observaram melhora na mineralizagdo 6ssea de frangos alimentados

com ragdes deficientes em P, porém, suplementadas com fitase.
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Tabela 3 — Cinzas nas tibias (g/100 g de matéria seca desengordurada) de
frangos de corte, aos 28 dias de idade, alimentados com ragdes deficientes em
fosforo disponivel (Pgisp) suplementadas com niveis crescentes de fitase.

Tratamentos Teor de cinzas (%)
0,213% de Pgis, + 0 FTU/kg de ragdo 48,14*
0,213% de Paisp + 750 FTU/kg de ragdo 50,47*
0,213% de Pgisp + 1.500 FTU/kg de ragdo 50,67*
0,213% de Pgis, +2.250 FTU/kg de ragdo 51,71
0,426% de Pg4is, sem fitase (controle positivo) 52,13
P-valor

Racao P<0,01
Sexo NS
Racgdo x Sexo NS
Coeficiente de variagdo (%) 1,68

FTU: unidades de atividade da fitase. NS: ndo significativo (P>0,05). Médias
com letras distintas, na linha, diferem entre si pelo teste de F (P<0,05). *Difere
da ragdo controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05). 'Cinza 6ssea (0,213%
de Pgisp) = 0,00146x + 48,61169 (R* =0,87); em que x corresponde ao nivel de
fitase.

Observou-se ainda, que a deposicdo de matéria mineral na tibia foi
semelhante ao determinado nas aves do grupo controle positivo somente com o
uso de 2.250 FTU/kg de ragdo. Em contrapartida, Fukayama et al. (2008)
verificaram que apenas 750 FTU/kg foram suficientes para evitar prejuizo na
mineralizagdo Ossea, entretanto, a redugdo de Pgis, na formulagdo da ragao era de
apenas 36%, valor esse inferior ao avaliado nesta pesquisa (50% da exigéncia).
Além disso, no experimento conduzido por Fukayama et al. (2008) as ragdes
continham 5,5% de farelo de arroz desengordurado aumentando o teor de Pg na
dieta, o que pode ter aumentado a eficiéncia catalitica da fitase por haver mais
substrato para ser catalisado.

Nao houve interacao (P>0,05) entre o nivel de fitase e o sexo para o
balancgo e retencdo do célcio (Ca) (Tabela 4). Todavia, os machos consumiram e

excretaram mais (P<0,01) Ca o que pode ser justificado pelo maior CR que



Tabela 4 — Balango e retencdo de calcio (em matéria seca) de frangos de corte machos e fémeas, no periodo de 25 a 28
dias de idade, alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel (Pgis,) suplementadas com niveis crescentes de

fitase.

Consumo (g/ave) Excregdo (g/ave)
Tratamentos Machos Fémeas Média' Machos Fémeas Média* Coeficiente de retengdo (%)’
0,213% de Pgig, + 0 FTU/kg 3,708 3,246 3,477* 2,281 1,993  2,137* 38,38%*
0,213% de Py, + 750 FTU/kg 3,867 3,413 3,640 2,196 1,990  2,093* 42,49*
0,213% de Pgisp + 1.500 FTU/kg 3,883 3,440 3,662 2,081 1,860 1,971 46,15%*
0,213% de Pyisp +2.250 FTU/kg 3,747 3,319 3,533* 1,950 1,720 1,835 47,72
Média 3,816a  3,391b 2,075a  1,877b
0,426% de Pgis, sem fitase 3,874 3,539 3,707 1,867 1,823 1,845 50,11
P-valor
Ragdo P<0,01 P<0,01 P<0,01
Sexo P<0,01 P<0,01 NS
Racao x Sexo NS NS NS
Coeficiente de variagao (%) 2,42 4,42 5,42

FTU: unidades de atividade da fitase. NS: ndo significativo (P>0,05). Médias com letras distintas, na linha, diferem
entre si pelo teste de F (P<0,05). *Difere da racdo controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05).

'Consumo (0,213% de Pip) = (-1,29556 x 107)x* + 0,00031672x + 3,47654 (R* = 1,0).
*Excrecdo (0,213% de Pggp) = -0,00013711x + 2,16317 (R* = 0,96).

*Coeficiente de retengdo (0,213% de Pgip) = 0,00422x + 38,929 (R* =0,97).
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apresentaram (Tabela 2), associado ao fato do sexo ndo ter influenciado
(P>0,05) no aproveitamento deste mineral (Tabela 4) (APENDICES 1 ¢ K).

De modo semelhante ao verificado para o CR, o nivel de fitase na racdo
exerceu (P<0,01) influéncia quadratica no consumo de Ca, com o maior valor
estimado para a ragdo com 1.222 FTU/kg. A excrecdo de Ca foi reduzida
(P<0,01) linearmente em até 14,13% com o aumento da inclusdo da fitase o que
estd relacionado a melhora (P<0,01) linear no aproveitamento do Ca,
proporcionada pelos niveis crescentes da enzima na ragao.

Os frangos que receberam a dieta sem fitase, formulada com reduzido
teor de Pgis, apresentaram menor aproveitamento do Ca (38,38%) comparado
com as aves alimentadas com a dieta controle positivo (50,11%). De acordo com
Tamim et al. (2004), o Ca da dieta pode se ligar ao fitato formando fitato de
célcio ou ao Pi,ry formando fosfatos de cdlcio como o Ca3(PO,),. Assim, ¢
provavel que o aumento da relagdo Ca:Pgg, de 2:1 (dieta controle positivo
contendo 0,426% de Pgis,, sem fitase) para 4:1 (dieta controle negativo contendo
0,213% de Pgisp, sem fitase) piorou a absor¢do do Ca devido a uma maior taxa de
complexagdo do Ca com o Py, j4 que a relagdo Ca:Pg nas ragdes foi mantida a
mesma (4:1). Por outro lado, o calcario tende a aumentar o pH do alimento
principalmente durante sua passagem pelo intestino, favorecendo a complexagado
do Ca com o fitato (SELLE et al., 2009). Assim, pode ter ocorrido também um
aumento na formacdo de fitato de calcio nas aves alimentadas com ragdo
contendo 0,213% de Pggp, pois esta dieta continha 84,2% mais calcario que a
dieta controle positivo. Portanto, o aumento na taxa de formacdo desses
complexos insoluveis no trato digestorio dos frangos alimentados com a dieta
controle negativo, sem fitase, resultou em maior excrecdo do Ca acompanhado
da piora no seu coeficiente de reteng@o.

Embora a reduc@o do Py, na ragdo tenha diminuido a absor¢do do Ca,

este parametro foi melhorado com o aumento do nivel de fitase na ragdo,
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indicando que quanto mais fitase na dieta maior € sua atuacgdo catalitica sobre o
acido fitico (hexafosfato de mio-inositol) reduzindo, consequentemente, o poder
de complexacdo dos seus produtos da catalise (fosfatos de mio-inositol com
cinco ou menos grupos fosfatos) e permitindo assim que haja mais Ca livre para
ser aproveitado pela ave. Com o uso de 2.250 FTU/kg de ragdo, o coeficiente de
retencdo do Ca foi semelhante ao determinado para os frangos alimentados com
a dieta controle positivo.

Nao houve interagdo (P>0,05) entre o nivel de fitase e o sexo para o
balango e retengio de P total (Pyw) (Tabela 5) (APENDICES I, J e K).
Entretanto, os machos apresentaram maior (P<0,01) consumo e excre¢do de
Pioal, além de uma melhora de 5% no seu coeficiente de retencdo. De maneira
semelhante, Schoulten et al. (2002) também verificaram que a absorc¢ao de P por
frangos machos da linhagem Hubbard-MPK, no periodo de 1 a 21 dias de idade,
foi superior ao determinado para as fémeas.

Também seguindo a tendéncia verificada para o CR (Tabela 2), o
consumo de Py foi influenciado (P<0,05) de modo quadratico pelo nivel de
fitase na dieta, com maior consumo de Py, estimado para a ra¢do contendo1.025
FTU/kg (Tabela 5). Além disso, conforme o esperado, as ragdes formuladas
com 0,213% de Pysp proporcionaram menor consumo de Pigar.

A redugdo do teor de Pgis, na ragdo de 0,426% para 0,213% (sem a
suplementacdo de fitase) reduziu a excre¢do de Py, em 45,04%, todavia este
parametro foi melhorado (P<0,05) ainda mais pelo aumento do nivel de fitase na
dieta, indicando que a maior suplementacdo dessa enzima proporciona maior
hidrolise do fitato aumentando o aproveitamento do Pg; que, por sua vez, reduz a
excre¢do do Py, Assim, o uso de 2.250 FTU/kg de ragdo permite reduzir a
excre¢ao de Py, em 56,75%, quando comparada com o observado para as aves

do grupo controle positivo.



Tabela 5 — Balango e retengdo de fosforo total (em matéria seca) de frangos de corte machos e fémeas, no periodo de 25 a
28 dias de idade, alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel (Pgis,) suplementadas com niveis crescentes

de fitase.

Consumo (g/ave) Excregdo (g/ave) Coeficiente de retengdo (%)
Tratamentos Machos Fémeas Média' Machos Fémeas Média’ Machos Fémeas Média’
0,213% de Pgisp + 0 FTU 1,899 1,645  1,772* 0,865 0,787  0,826* 54,46 52,04  53,25%
0,213% de Pgisp + 750 FTU 1,986 1,793  1,890* 0,754 0,746  0,750* 63,82 58,41  61,12*
0,213% de Pgip + 1.500 FTU 1,932 1,743  1,837* 0,760 0,702  0,731* 60,67 58,97  59,82%*
0,213% de Pgisp +2.250 FTU 1,859 1,624  1,742* 0,673 0,627  0,650* 63,73 63,48  63,61*
Média 2,117a  1,893b 0,914a  0,870b 58,11a  55,37b
0,426% de Pyisp sem fitase 2,909 2,658 2,784 1,517 1,489 1,503 47,84 43,95 45,90
P-valor
Ragdo P<0,05 P<0,01 P<0,01
Sexo P<0,01 P<0,01 P<0,01
Rac¢do x Sexo NS NS NS
Coeficiente de variagao (%) 4,29 3,77 2,76

FTU: unidades de atividade da fitase. NS: ndo significativo (P>0,05). Médias com letras distintas, na linha, diferem
entre si pelo teste de F (P<0,05). *Difere da ragdo controle positivo pelo teste de Dunnett (P<0,05).

'Consumo (0,213% de Pgsp) = (-9,48148 x 10%)x” + 0,00019431x + 1,77815 (R* = 0,94).
*Excrecdo (0,213% de Pgp) = -0,00007276x + 0,82110 (R* = 0,96).
3Coeficiente de retencdo (0,213% de Pgigp) = -0,00000181x* + 0,00805x + 53,9625 (R2 =0,83).
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O aproveitamento do Py, foi influenciado (P<0,01) pelo nivel de fitase
na dieta (Tabela 5), com o maior coeficiente de retencdo estimado para a dieta
contendo 2.224 FTU/kg de rag@o. Essa melhora na retengdo do Py, pode ser
justificada pela atuagdo da fitase sobre o fitato da ragdo, conforme relatado por
Han et al. (2009) que verificaram aumento gradativo no aproveitamento do Pg;

em funcdo do aumento do nivel de fitase na dieta.

CONCLUSAO

Os machos apresentam maior consumo de ragdo e ganho de peso, além
de melhor conversao alimentar e aproveitamento do fosforo total. Independente
do sexo, ao utilizar 2.250 FTU/kg de racdo formulada para frangos de corte no
periodo de 15 a 28 dias de idade, € possivel reduzir o teor de fosforo disponivel
de 0,426% para 0,213% sem prejudicar o desempenho, o teor de cinzas na tibia e
o coeficiente de retengdo do calcio, além de reduzir a excrecdo do fosforo total

em 56,75% e melhorar seu aproveitamento pelas aves em 38,58%.
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ARTIGO 3

Eficiéncia de fitases microbianas suplementadas em ra¢des formuladas com
diferentes relagdo calcio:fosforo, fornecidas a frangos de corte no periodo de 22

a 33 dias de idade

Naves, L. de P.; Rodrigues, P. B. et al.

Artigo redigido conforme as normas da Revista Animal Feed Science and

Technology - verséo preliminar

Resumo

Um experimento foi conduzido com frangos de corte, no periodo de 22 a 33 dias
de idade, para avaliar a eficiéncia de seis fitases microbianas suplementadas em
racdes (1.500 FTU/kg de racdo) formuladas com trés diferentes relagdo
calcio:fosforo disponivel — Ca:Pug (4,5:1,0; 6,0:1,0 e 7,5:1,0). Uma dieta
controle positivo, sem fitase, formulada para atender as exigéncias nutricionais
das aves no periodo foi utilizada para fins de comparacdo da eficiéncia da fitase.
O teor de P na tibia, o nivel plasmatico de magnésio, o desempenho, o consumo
do P fitico (Pg) e do nitrogénio (N), a energia metabolizavel aparente corrigida
pelo balango de nitrogénio e o coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
nao foram influenciados pelo tipo da fitase nem pela relagdo Ca:Py, da dieta,
mantendo-se semelhantes ao determinado para as aves do grupo controle. Houve
interagdo entre os fatores avaliados para o coeficiente de retencdo do P total, Ca
e N. A fitase B proporcionou a maior deposi¢do de Ca na tibia. As fitases D, E e
F diminuiram o teor de Ca na tibia ¢ no plasma. A fitase D elevou o nivel de P
no plasma. A fitase A reduziu a concentragdo de P no plasma, porém elevou o

nivel do Ca. As fitases A e D diminuiram a excreg@o do P total. As fitases E e F
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resultaram na maior excre¢do de Ca enquanto que a fitase A reduziu a excregao
deste nutriente. Independente do tipo de fitase, o aumento da relagdo Ca:Pgi, da
dieta reduziu a concentragdo de P no plasma, a excrecdo do P total e do N;
contudo aumentou a concentragdo plasmatica de Ca, além do consumo ¢ a
excrecao do Ca. O uso da fitase na ragdo reduziu a excre¢dao do Ps, melhorando
seu aproveitamento pela ave. Portanto, no periodo de 22 a 33 dias de idade, ¢
possivel reduzir o teor de fosforo disponivel da ragdo de frangos de corte para
1,0 g/kg, ao suplementa-la com 1.500 unidades de atividade da fitase A, C, D ou
E/kg, devendo-se fixar o nivel de célcio em 7,5 g/kg para manter o desempenho
¢ a adequada mineralizacdo Ossea das aves, além de melhorar o coeficiente de
retengdo do Ca e Py, otimizar o aproveitamento do P total e diminuir a excregdo
de N e P no ambiente.

Palavras-chave: aves, desempenho, enzima, fitato, metabolismo

Abreviacdes:

Ca, calcio; CMMS, coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca; CP,
controle positivo; CV, coeficiente de variacdo; DCP, dieta controle positivo;
EMAn, energia metabolizavel aparente corrigida pelo balango de nitrogénio;
FTU, unidades de atividade da fitase; Mg, magnésio; MS, matéria seca; MSD,
matéria seca desengordurada; NS, ndo-significativo; P, fosforo; Pgisp, fosforo
disponivel; Pg, fosforo fitico; N, nitrogénio; R?, coeficiente de determinacdo da

regressdo; relagdo Ca:Pyi, relagdo calcio:fosforo disponivel.
1. Introducéo
O uso de fitase na dieta de frangos de corte ¢ viavel nutricionalmente,

ambientalmente e economicamente (Gomide et al., 2007; Nagata et al., 2011;

Santos et al., 2008; Silva et al., 2008). Diante disso, as rac¢des utilizadas
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atualmente tém sido formuladas com reduzido teor de fosforo disponivel (Pgisp) €
suplementadas com fitase.

Embora a fonte inorganica de calcio (Ca) seja de custo relativamente
baixo, ¢ importante avaliar qual deve ser o nivel deste nutriente quando se
formula a racdo com determinado teor de P e certa atividade de fitase
suplementada. Se por um lado, o excesso de Ca na ragdo pode reduzir sua
utilizagdo e também a de outros nutrientes como o P (Schoulten et al., 2002),
além de poder reduzir a atividade catalitica da fitase utilizada (Santos et al.,
2008), sua deficiéncia nutricional pode comprometer a integridade Ossea e
prejudicar o desempenho dos frangos de corte (Selle et al., 2009)

Além disso, distintas fitases microbianas podem apresentar diferentes
estruturas e variadas propriedades fisico-quimicas e cataliticas (Mullaney and
Ullah, 2003) o que, consequentemente, pode acarretar em diferentes resultados
quando adicionadas nas ragdes de frangos de corte.

Portanto, este trabalho foi conduzido com frangos de corte, no periodo
de 22 a 33 dias de idade, com o objetivo de indicar quais fitases microbianas e
qual teor de Ca na ra¢do devem ser utilizados quando esta for formulada com 1,0

g de fosforo disponivel/kg.

2. Material e Métodos

Um experimento foi conduzido com frangos de corte no periodo de 22 a
33 dias de idade, no Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) para indicar quais fitases microbianas e
qual teor de Ca na ra¢do devem ser utilizados quando esta for formulada com 1,0
g de fosforo disponivel/kg, considerando-se pardmetros 6sseos, plasmaticos ¢ de

desempenho e avaliando-se também o balango e retengao de nutrientes. Todos os



79

procedimentos utilizados na condu¢do do experimento foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFLA (protocolo n® 004/11).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado disposto em
esquema fatorial (6 x 3) + 1 correspondendo a seis fitases microbianas
adicionadas a ragOes formuladas com trés diferentes relacdo calcio:fosforo
disponivel (Ca:P4yp) mais uma dieta controle positivo (DCP), sem fitase,
formulada segundo as recomendagdes nutricionais de Rostagno et al. (2011), em
quatro repetigdes de quatro aves para cada tratamento avaliado.

As seguintes fitases microbianas foram utilizadas na inclusdo de 1.500
unidades de atividade da fitase (FTU)/kg de racdo: fitase A (6-fitase expressa
por Aspergillus oryzae geneticamente modificado com dois genes sintéticos
produzidos a partir do gene que codifica a fitase em Citrobacter braakii ATCC
51113); fitase B (6-fitase produzida por A. oryzae geneticamente modificado
com o gene da fitase de Peniophora lycii); fitase C (6-fitase produzida por
Schizosaccharomyces pombe ATCC 5233 geneticamente modificado com o
gene da fitase de Escherichia coli); fitase D (segunda geracdo de melhoramento
genético da 6-fitase produzida por E.coli); fitase E (primeira geragdo de
melhoramento genético da 6-fitase produzida por E.coli) e fitase F (“tipo
selvagem” da 6-fitase produzida por E.coli). Por outro lado, as relagdes Ca:Py;s,
das ragoes foram definidas em 4,5:1,0; 6,0:1,0 ¢ 7,5:1,0.

Portanto, 304 frangos de corte machos da linhagem Cobb-500" foram
utilizados no experimento. Os pintos foram adquiridos com um dia de idade e
criados em galpdo convencional para frangos de corte até os 21 dias de idade
recebendo racdo a base de milho e farelo de soja formulada para atender suas
exigéncias nutricionais (Rostagno et al., 2011). No 22° dia de idade, as aves
foram pesadas individualmente, separadas por faixas de peso e transferidas para
gaiolas (com dimensdes de 50 x 50 x 50 cm; unidade experimental) em uma sala

de metabolismo, de modo que as unidades experimentais apresentassem o peso
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médio inicial dos frangos semelhante entre si (1,046 kg + 0,010). A sala
dispunha de iluminagdo constante e temperatura controlada, sendo cada gaiola
metabolica provida de um bebedouro do tipo pressdo, um comedouro individual
do tipo calha com borda para evitar desperdicios e uma bandeja coletora de
excretas.

As dietas experimentais (Tabela 1) e agua foram fornecidas a vontade
durante 11 dias, sendo oito dias de adaptagdo as instalagdes e dietas seguidos de
trés dias de coleta total das excretas (Rodrigues et al., 2005), por unidade
experimental.

As ragdes e as sobras foram pesadas no 22° 30° e 33° dia de idade das
aves para os posteriores calculos do consumo de ragdo no periodo total e no
periodo de coleta. Para os calculos do ganho de peso, os frangos foram pesados
no 22° e 33° dia de idade. A conversdo alimentar foi calculada dividindo-se o
consumo de ragdo pelo ganho de peso.

A coleta total de excretas foi realizada diariamente na parte da manha,
de modo que as excretas de uma mesma unidade experimental foram reunidas
em sacos plasticos identificados e armazenadas em freezer até o ultimo dia de
coleta quando foram pesadas, homogeneizadas e pré-secas em estufa a 55 °C por
72 horas. Apo6s a pré-secagem, as excretas foram moidas e armazenadas a
temperatura ambiente até a realizacdo das analises de matéria seca (MS), P total,
Ca, nitrogénio (N) e energia bruta (Association of Official Analytical Chemists —
AOAC, 2005). O teor de P fitico (Pg) foi determinado pela metodologia
colorimétrica com propor¢ao de extracdo de 1:20 descrita detalhadamente no
artigo 1 desta Tese. Paralelamente, trés aliquotas homogéneas de todas as ragdes
experimentais foram coletadas, moidas e armazenadas até a realizacdo das
mesmas analises quimicas propostas para as excretas.

O balango e retengdo do Pg, P total, Ca e N foram calculados com base

na MS. O consumo do nutriente (g/ave) foi calculado multiplicando-se o



Tabela 1 Composicao das dietas experimentais.

Fitases A,Be C Fitases D, Ee F
Ingrediente Relagdo Ca:Pgigp Relagdo Ca:Pggp
(g/kg de ragdo, em matéria natural) DCP? 4,5:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 4,5:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0
Milho 623,89 623,89 623,89 623,89 623,89 623,89 623,89
Farelo de soja 304,92 304,92 304,92 304,92 304,92 304,92 304,92
Oleo de soja 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00 32,00
Fosfato bicalcico 11,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Calcario 7,66 7,89 11,61 15,32 7,89 11,61 15,32
Sal comum 4,30 4,30 4,30 4,30 4,30 4,30 4,30
DL-Metionina 2,64 2,64 2,64 2,64 2,64 2,64 2,64
L-Lisina HCI 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08 2,08
L-Treonina 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47
Suplemento mineral® 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento vitaminico® 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Cloreto de colina 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40 0,40
Bacitracina de zinco 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Fitase 0,00 0,15 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30
Inerte (caulim) 9,02 20,27 16,56 12,85 20,12 15,41 12,70
Composig¢ao nutricional calculada e determinada (g/kg de ra¢ao, em matéria natural)
EM? calculada (kcal/kg) 3.100 3.100 3.100 3.100 3.100 3.100 3.100
Proteina bruta calculada 195,00 195,00 195,00 195,00 195,00 195,00 195,00
Proteina bruta determinada 196,20 197,80 196,10 195,30 195,84 197,20 196,80

Calcio calculado 7,50 4,50 6,00 7,50 4,50 6,00 7,50



Calcio determinado 7,73
Fosforo disponivel calculado 3,40
Foésforo total calculado 5,40
Fosforo total determinado 5,75
Sadio calculado 2,00
Cloro calculado 3,25
Potassio calculado 7,39
Lisina calculada 10,78
Metionina + cistina calculada 7,87
Treonina calculada 7,01
Balango eletrolitico (mEq/kg)° 184
Atividade da fitase calculada (FTU/kg)" 0,0
Atividade da fitase determinada (FTU/kg)® 12

4,62
1,00
3,00
3,39
2,00
3,25
7,39
10,78
7,87
7,01
184
1.500
1.520

6,19
1,00
3,00
3,42
2,00
3,25
7,39
10,78
7,87
7,01
184
1.500
1.512

7,69
1,00
3,00
3,45
2,00
3,25
7,39
10,78
7,87
7,01
184
1.500
1.498

4,58
1,00
3,00
3,37
2,00
3,25
7,39
10,78
7,87
7,01
184
1.500
1.517

6,12
1,00
3,00
3,48
2,00
3,25
7,39
10,78
7,87
7,01
184
1.500
1.528

7,65
1,00
3,00
3,41
2,00
3,25
7,39
10,78
7,87
7,01
184
1.500
1.509

"Dieta controle positivo. bSuplementado por kg de racdo: Zn, 55 mg; Se, 0,18 mg; I, 0,70 mg; Cu, 10 mg ; Mn, 78 mg; Fe,
48 mg. “Suplementado por kg de ragdo: acido folico, 0,64 mg; acido pantoténico, 11,60 mg; biotina, 0,024 mg;
butilhidroxi-tolueno (BHT), 2,0 mg; niacina, 14,8 mg; vitamina A, 8000 UI; vitamina B1, 1,2 mg; vitamina E, 16,20 UIL;
vitamina B12, 10,8 ng; vitamina B2, 4,8 mg; vitamina B6, 2,40 mg; vitamina D3, 2000 UI; vitamina K3, 1,92 mg. YEM:
energia metabolizavel. “Balango eletrolitico calculado segundo a equagdo proposta por Mongin (1981), a qual
correlaciona as concentragdes de sodio, potassio e cloreto (Na* + K™ — CI"). 'Suplementag¢io enzimatica expressa em
FTU/kg de ragdo, sendo que 1FTU corresponde a uma unidade de atividade da fitase. Fitases A, B e C: Enzimas com
atividade declarada de 10.000 FTU/g de produto. Fitases D, E e F: Enzimas com atividade declarada de 5.000 FTU/g de
produto. #Atividade enzimatica determinada segundo protocolo proposto por Engelen et al. (1994).

8
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consumo de ragdo (g/ave) pelo teor (%) do nutriente determinado na racdo. Para
calcular a excreg@o absoluta do nutriente (g/ave), a quantidade de excreta (g/ave)
foi multiplicada pelo teor (%) do nutriente determinado na excreta. O coeficiente
de reten¢do do nutriente foi calculado pela equacdo: coeficiente de retengdo (%)
= [(consumo do nutriente - excre¢do absoluta do nutriente)/consumo do
nutriente] x 100. A energia metabolizdvel aparente corrigida pelo balango de
nitrogénio (EMAn) foi calculada utilizando-se a equacdo descrita por Matterson
et al. (1965). Para os calculos do coeficiente de metabolizabilidade da matéria
seca (CMMS) das ragoes utilizou-se a equacdo: CMMS = [(g de matéria seca
ingerida — g de matéria seca excretada)/g de matéria seca ingerida] x 100.

Ao final do experimento, duas aves por repeticdo foram abatidas para a
retirada da tibia esquerda que foi posteriormente descarnada, seca a 105 °C,
desengordurada em éter etilico e incinerada a 600 °C, determinando-se o teor de
cinzas, P e Ca (AOAC, 2005). Além disso, o sangue das aves foi coletado em
tubos contendo heparina sodica como anticoagulante e, em seguida, foi
centrifugado (2.000 x g/15 minutos) sendo o plasma recolhido para a
quantifica¢do dos teores de Ca, P ¢ magnésio (Mg) utilizando-se kits comerciais
colorimétricos da Labtest”.

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o o
software SAS (2004) e para a comparacdo dos tratamentos no esquema fatorial,
modelos de regressao (P<0,05) foram utilizados para as diferentes relagdes
Ca:Pg4is, enquanto que as fitases avaliadas foram comparadas entre si pelo teste
de Student-Newman-Keuls (P<0,05). Além disso, a DCP foi comparada as

demais ragdes experimentais pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.

3. Resultados

Nao houve intera¢do (P>0,05) entre a fitase e a relagdo Ca:Py, da racdo
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nem efeito isolado (P>0,05) da relagdo Ca:Py;, para os teores de P, Ca e cinzas
na tibia dos frangos de corte (Tabela 2) (APENDICES L e M). O tipo de fitase
nido afetou (P>0,05) as concentracdes oOsseas de P e cinzas, entretanto
influenciou (P<0,01) o teor de Ca na tibia de modo que a fitase B proporcionou a
maior deposi¢do deste mineral (19,91 g de Ca/100g de MSD) enquanto que as
fitases D, E e F resultaram nos menores teores (18,89; 18,86 ¢ 18,95 g de
Ca/100g de MSD, respectivamente).

As dietas experimentais do esquema fatorial proporcionaram teores de P
nos 6sseos semelhantes (P>0,05) ao determinado nas aves que receberam a DCP
sem fitase, formulada para atender as exigéncias nutricionais dos frangos, no
periodo avaliado (Tabela 2). Por outro lado, o teor de Ca na tibia foi reduzido
(P<0,05) quando a ragdo continha relagdo Ca:Pgis, de 6,0:1,0 e as fitases D, E ou
F e também quando a racdo com relagdo Ca:P4, de 7,5:1,0 foi suplementada
com a fitase E. J4 a racdo formulada com relagio Ca:P4s, de 4,5:1,0
suplementada com a fitase A e as ragdes contendo a fitase F, para as trés
relagdes Ca:Pgiy, avaliadas, resultaram em teores de cinzas na tibia inferiores
(P<0,05) ao determinado nas aves do grupo controle positivo (CP).

Nao houve interagdo (P>0,05) entre a fitase e a relagdo Ca:Pgis, da rago
para todos os minerais plasmaticos avaliados (Tabela 3) (APENDICES N e 0).
Todavia, com o uso da fitase D na racdo, determinou-se a maior (P<0,01)
concentragdo de P no plasma (7,43 mg/dL) enquanto que com o uso da fitase A
determinou-se a menor (P<0,01) (6,07 mg/dL). A suplementagdo da ragdo com a
fitase A proporcionou o maior (P<0,05) nivel de Ca plasmatico (9,63 mg/dL),
mas com o uso das fitases D, E ou F a concentra¢do de Ca no sangue diminuiu
(P<0,05) em até 4,78%. Por outro lado, independente do tipo de fitase
microbiana, o aumento da relacdo Ca:Pyg, da dieta de 4,5:1,0 para 7,5:1,0

reduziu (P<0,01) linearmente a concentragdo de P no plasma em até 5,87% e, de



Tabela 2 Teores de fosforo, célcio e cinzas na tibia de frangos de corte aos 33 dias de idade, alimentados com ragdes

contendo distintas fitases microbianas e diferentes relacdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pgigp).

Fosforo na tibia (g/100g de MSD) Célcio na tibia (g/100g de MSD) Cinzas na tibia (g/100g de MSD)
Relagdo Ca:Py;, na ragdo Relagdo Ca:Pgi, na ragdo Relagdo Ca:Pg, na ragdo
Fitase' 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média
Fitase A 8,76 8,94 9,21 8,97 19,00 19,27 20,77 19,68ab 47,35% 48,58 49,45 4846
Fitase B 8,83 8,97 8,71 8,84 20,04 20,36 19,33 1991a 48,07 48,06 47,92 48,02
Fitase C 8,64 8,65 8,92 8,73 19,06 19,07 19,27  19,14ab 47,50 48,35 49,52 48,46
Fitase D 8,98 891 8,73 8,87 18,87 18,81* 18,99  18,89b 48,13 48,17 4825 48,18
Fitase E 8,87 9,03 8,82 8,91 19,04  18,76* 18,78* 18,86b 47,90 47,88 47,70 47,83
Fitase F 8,87 8,62 8,78 8,76 19,14  18,78* 18,93 18,95b 46,80*%  46,74* 46,79* 46,78
Média 8,83 8,85 8,86 19,19 19,18 19,34 47,63 47,96 4827
DCP? 9,21 20,54 50,63
CV (%) 3,45 4,14 3,11
P-valor
Fitase x Ca:Pgjs, NS NS NS
Fitase NS P<0,01 NS
Ca:Pgisp NS NS NS

CV: coeficiente de variacdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
MSD: matéria seca desengordurada. NS: ndo-significativo (P>0,05).

*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. “DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar,
formulada com 7,5 g de célcio/kg de ragdo e 3,4 g de fosforo disponivel/kg de rago.

S8



86

modo contrario, aumentou (P<0,05) linearmente a concentragdo plasmatica de
Ca em até 3,02%.

Além disso, as ragdes contendo a fitase A nas trés relagdes Ca:Pyig,
avaliadas, as ragdes com a fitase B e relagdes Ca:Pgis, de 6,0:1,0 ou 7,5:1,0 e a
ragdo com a fitase C e relagdo Ca:Pys, de 7,5:1,0 resultaram em teores de P
plasmaticos menores (P<0,05) do que o determinado nas aves do grupo CP.
Contudo, comparadas a DCP, nenhuma ragdo contendo fitase diminuiu a
concentragdo plasmatica do Ca, para as trés relacdo Ca:Pg;s, avaliadas.

O nivel de Mg plasmatico ndo foi alterado (P>0,05) pela fitase nem pela
relacdo Ca:Pgis, da ragdo e permaneceu semelhante (P>0,05) a concentracdo
verificada quando as aves foram alimentadas com a DCP, com teor médio geral
determinado em 2,04 mg de Mg/dL de plasma (Tabela 3).

Nao houve interagdo nem efeito isolado (P>0,05) do tipo de fitase e a
relacdo Ca:P4is, da ragdo para o consumo de ragdo (1,610 kg/ave + 0,036;
coeficiente de variagcdo — CV = 4,16%), ganho de peso (0,938 kg/ave + 0,031;
CV = 5,83%) e conversdo alimentar (1,72 g/g = 0,03; CV = 3,74%) das aves,
durante o periodo de 22 a 33 dias de idade (APENDICES P e Q). Além disso,
todas as dietas experimentais do esquema fatorial resultaram em desempenho
semelhante (P>0,05) ao observado para as aves alimentadas com a DCP
(consumo de ragdo de 1,584 kg/ave, ganho de peso de 0,968 kg/ave e conversio
alimentar de 1,64 g/g).

Nao houve interagdo nem efeito isolado (P>0,05) do tipo de fitase e a
relacdo Ca:Pgisp da ragdo para o consumo, excregdo e retengdo do Pg; (Tabela 4)
(APENDICES R e S). Entretanto, as aves alimentadas com as dietas contendo
fitase resultaram em menor excre¢do (P<0,05) e maior coeficiente de retencdo
(P<0,05) do Pg, comparadas com os frangos de corte alimentados com a DCP.

Nao houve interagdo nem efeito isolado (P>0,05) do tipo de fitase e a

relacdo Ca:Pgis, da racdo para o consumo do P total (Tabela 5) (APENDICE T).



Tabela 3 Concentragdes de fosforo, célcio ¢ magnésio no plasma de frangos de corte aos 33 dias de idade, alimentados
com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo céalcio:fosforo disponivel (Ca:Paisp).

Fosforo (mg/dL de plasma) Célcio (mg/dL de plasma) Magnésio (mg/dL de plasma)

Relagdo Ca:Pgis, na ragdo Relagdo Ca:Pg, na ragdo Relagdo Ca:Py, na ragéo
Fitase' 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média
Fitase A 6,09%* 6,08*%  6,03* 6,07d 9,24 9,50 10,16  9,63a 1,97 2,05 2,04 2,02
Fitase B 6,33 6,28%  6,26%  6,29cd 9,31 9,57 9,92  9,60ab 2,07 2,03 2,11 2,07
Fitase C 6,77 6,66 5,79%  6,41cd 9,58 9,49 9,47 9,51ab 1,99 1,95 2,00 1,98
Fitase D 7,51 7,45 7,33 7,43a 9,08 9,00 9,44 9,17b 2,09 2,05 2,05 2,06
Fitase E 7,09 6,60 6,34  6,68bc 9,15 9,58 9,06 9,26b 2,07 2,05 1,99 2,04
Fitase F 7,13 6,82 6,79 6,91b 9,32 9,32 9,29 9,31b 2,05 2,07 2,09 2,07
Média** 6,82 6,65 6,42 9,28 941 9,56 2,04 2,03 205
DCP? 7,20 9,59 2,01
CV (%) 6,56 6,83 6,23
P-valor
Fitase x Ca:Pgjs, NS NS NS
Fitase P<0,01 P<0,05 NS
Ca:Pgisp P<0,01 P<0,05 NS

CV: coeficiente de variacdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
NS: ndo-significativo (P>0,05). *Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett. '1.500 unidades de atividade de
fitase (FTU)/kg de ragdo. DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 7,5 g de calcio/kg de
ragdo e 3,4 g de fosforo disponivel/kg de ragdo. *Efeito da relagdo Ca:Pgis, da ragdo sobre a concentragdo de fosforo
plasmatico: y = -0,13221x + 7,42376 (R* = 0,9945). *Efeito da relagdo Ca:Pgis, da ragdo sobre a concentragdo de calcio
plasmatico: y = 0,0933x + 8,8567 (R* = 0,9983).
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Tabela 4 Balanco e retencdo do fosforo fitico em frangos de corte, no periodo de 30 a 33 dias de idade, alimentados com

ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes rela¢do célcio:fésforo disponivel (Ca:Py;sp).

Consumo de fésforo fitico (g/ave) Excregdo de fosforo fitico (g/ave) Retengao do fosforo fitico (%)
Relagdo Ca:Py, na ragdo Relagdo Ca:Pyg, na ragdo Relagdo Ca:Py, na ragdo
Fitase' 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média
Fitase A 0,909 0,950 0915 0,925 0,040*  0,052* 0,051* 0,048 95,60*  94,52*% 94,38*% 94,84

Fitase B 0,996 0,963 0,897 0,952 0,059* 0,074* 0,071* 0,068 94,13*  92,38* 92,00* 92,83
Fitase C 0,959 0,956 0,955 0,956 0,047*  0,062* 0,065* 0,058 95,05*%  93,51* 93,20* 93,92

Fitase D 0,927 0,916 0,956 0,933 0,072*  0,056* 0,065* 0,064 92,29%  9395* 9326* 93,17
Fitase E 0,964 1,006 0,981 0,984 0,073* 0,071* 0,063* 0,069 92,40%  92,93* 93.49* 9294
Fitase F 0,966 0,922 0,969 0,953 0,051* 0,070* 0,096* 0,072 94,73*  92,40*% 90,12* 92,42
Média 0,954 0,952 0,946 0,057 0,064 0,069 94,03 93,28 92,74

DCP? 0,914 0,588 35,69
CV (%) 6,28 14,15 2,63

P-valor

Fitase x Ca:Pgjs, NS NS NS

Fitase NS NS NS

Ca:Pgisp NS NS NS

CV: coeficiente de variacdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.
NS: ndo-significativo (P>0,05).

*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. “DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar,
formulada com 7,5 g de célcio/kg de ragdo e 3,4 g de fosforo disponivel/kg de rago.
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Tabela 5 Balango e retengdo do fosforo total em frangos de corte, no periodo de 30 a 33 dias de idade, alimentados com
ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pygp).

Consumo de fosforo total (g/ave) Excrecao de fosforo total (g/ave) Retencao do fosforo total (%)
Relagdo Ca:Pyg;, na ragdo Relagdo Ca:Pgg, na ragdo Relagdo Ca:Pyg, na ragdo
Fitase' 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Meédia 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0  Média
Fitase A* 1,290*  1,348*  1,262* 1,300 0,142*  0,119* 0,080* 0,114b 89,03*a  91,19*abc  93,63*a 91,28
Fitase B 1,444*%  1,366* 1,272* 1,361 0,164*  0,172* 0,164*  0,167a 88,65*a  87,39*bc  87,10*b 87,72
Fitase C° 1,315*  1,373*  1,355* 1,347 0,192*  0,185* 0,097* 0,158a 85,39*ab  86,54*c  92,87*a 88,27
Fitase D° 1,280*  1,300* 1,357* 1,312 0,169*  0,072*  0,070*  0,104b 86,80*%ab  94,46*%a  94,82*a 92,03
Fitase E’ 1,321*  1,394*  1,393* 1,369 0,217*  0,118*  0,086* 0,140ab 83,59*b  91,57*ab  93,86*a 89,67
Fitase F 1,359*  1,308*  1,365* 1,344 0,182*  0,129* 0,127*  0,146ab 86,64*ab  90,12*abc  90,72*a 89,16
Média® 1,335 1,348 1,334 0,178 0,133 0,104 86,68 90,21 92,17
DCP? 2,064 1,082 47,56
CV (%) 6,88 10,41 3,67
P-valor
Fitase x Ca:Pgigp NS NS P<0,01
Fitase NS P<0,01 P<0,01
Ca:Pgig, NS P<0,01 P<0,01

CV: coeficiente de variacdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: ndo-
significativo (P>0,05). *Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett. '1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de
ragio. “DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 7,5 g de calcio/kg de ragio e 3,4 g de fosforo
disponivel/kg de ragdo. *Efeito da relagdo Ca:Pyi, da ragéo sobre a excregdo de fosforo total: y = -0,0247x + 0,2863 (R* = 0,9847).
*Efeito da relagdo Ca:Pyg, da racdo sobre a retengdo do fosforo total, para a fitase A: y = 1,53292x + 82,08343 (R2 =0,9988). SEfeito
da relagdo Ca:Py, da ragdo sobre a reten¢do do fosforo total, para a fitase C: y = 2,49164x + 73,31973 (R? = 0,8623). °Efeito da
relagdo Ca:Py, da rac@o sobre a retencdo do fosforo total, para a fitase D: y = 2,67425x + 75,98267 (R2 =0,7837). "Efeito da relacio
Ca:Pgs, da ragdo sobre a retengdo do fosforo total, para a fitase E: y = 3,42300x + 69,13464 (R2 =0,9069).
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Embora ndo tenha ocorrido (P>0,05) interacdo entre os fatores para a
excrecio do P total, houve (P<0,01) efeito isolado do tipo de fitase (APENDICE
T) sendo que as fitases A e D resultaram na menor excrecao, as fitases B e C na
maior e as fitases E e F resultaram em teores intermediarios de P total excretado
pelos frangos. Por outro lado, independente da fitase microbiana utilizada, o
aumento da relagdo Ca:Py, da ragdo de 4,5:1,0 para 7,5:1,0 reduziu (P<0,01)
linearmente a excre¢do do P total em até 41,57%.

Houve (P<0,01) interacdo entre o tipo de fitase e a relacdo Ca:Py;, da
racdo para o coeficiente de retencdo do P total (Tabela 5) (APENDICE U),
sendo que o aumento da relagdo Ca:Pg, da ragdo de 4,5:1,0 para 7,5:1,0
aumentou (P<0,01) linearmente o aproveitamento do P total em 5,17; 8,76; 9,24
e 12,29% com a suplementacdo da ragdo com as fitases A, C, D e E,
respectivamente. Para a relagdo 4,5:1,0 as fitases A e B apresentaram melhor
resultado e a fitase E proporcionou a pior retengdo do P total, todavia, para a
relagdo 6,0:1,0 a fitase D se destacou ¢ a fitase C causou a menor retengao do P
total. Ja para a relagdo 7,5:1,0 apenas a fitase B prejudicou a retengdo do P total
enquanto que as demais fitases microbianas proporcionaram semelhante melhora
do aproveitamento do P total. Comparadas a DCP, todas as ragdes experimentais
do esquema fatorial resultaram em menor (P<0,05) consumo e excre¢do do P
total culminando no seu melhor (P<0,05) aproveitamento (Tabela 5).

Nao houve (P>0,05) interagdo entre a fitase e a relagdo Ca:Pgis, da ragdo
para o consumo e excre¢io do Ca (Tabela 6) (APENDICE V). O tipo da enzima
nao influenciou (P>0,05) o consumo de Ca, porém o uso das fitases E ¢ F
resultaram em maior (P<0,01) excrecdo deste nutriente enquanto que o uso da
fitase A proporcionou a menor excre¢do. O aumento da relagdo Ca:Pgi, da ragdo
de 4,5:1,0 para 7,5:1,0 aumentou (P<0,01) linearmente o consumo e excre¢ao

absoluta do Ca.
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Ja para o coeficiente de retencdo do Ca, houve (P<0,05) interacdo entre
os fatores avaliados (Tabela 6) (APENDICE W). Para a relagio 4,5:1,0 as fitases
A e B apresentaram melhor resultado enquanto as enzimas E e F resultaram no
menor aproveitamento do Ca; contudo, para a relagdo 6,0:1,0 a fitase A se
destacou e as fitases B, E e F proporcionaram os piores resultados. Em
contrapartida, para a relagdo 7,5:1,0 apenas a fitase A proporcionou melhoria na
retengdo do Ca. Por outro lado, para a fitase B, o aumento da relagdo Ca:Py;, da
racdo de 4,5:1,0 para 7,5:1,0 piorou (P<0,01) o aproveitamento do Ca em
15,78%.

As ragdes formuladas com relagdo Ca:Pyi, 4,5:1,0 suplementadas com
qualquer uma das seis enzimas avaliadas, proporcionaram menor (P<0,05)
consumo e excre¢do de Ca comparadas & DCP (Tabela 6). Além disso, as ra¢des
com rela¢do 6,0:1:0 suplementadas com as fitases A, C ou D e a ragdo com
relagdo 7,5:1,0 contendo a fitase A também proporcionaram menor excre¢ao
deste nutriente. De modo geral, as ragcdes experimentais do esquema fatorial
proporcionaram melhor aproveitamento da Ca em relagdo a DCP, exceto para a
racdo com relacdo 4,5:1,0 suplementada com a fitase E; as ragdes com relagdo
6,0:1,0 contendo as fitases B, E ou F e as ragdes com relagdo 7,5:1,0 na qual foi
adicionada a fitase B ou F.

Nao houve (P>0,05) interacdo nem efeito isolado do tipo de fitase e da
relacdo Ca:Pgis, da ragdo para o consumo de N (APENDICE X), o qual
apresentou média geral determinada em 15,375 g/ave, no periodo de 30 a 33 dias
de idade (Tabela 7). Em contrapartida, observou-se redugdo (P<0,01) de 6,94%
na excre¢do de N pelos frangos de corte quando a relagdo Ca:Pgis, da ragdo foi
aumentada de 4,5:1,0 para 7,5:1,0. Todavia, houve (P<0,01) interacdo entre o
tipo de fitase e a relagdo Ca:Pgis, da rag@o para o coeficiente de retengdo do N
(APENDICE Y), sendo que o aumento da relagio Ca:Pg, da ragdo de 4,5:1,0

para 7,5:1,0 aumentou (P<0,01) linearmente o aproveitamento deste nutriente



Tabela 6 Balango e retencdo do calcio em frangos de corte, no periodo de 30 a 33 dias de idade, alimentados com ragdes

contendo distintas fitases microbianas e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pyigp).

Consumo de calcio (g/ave) Excregdo de calcio (g/ave)

Retengdo do calcio (%)

Relagdo Ca:Pgg, na ragdo Relagdo Ca:Pg, na ragdo

Relagdo Ca:Py;, na ragdo

Fitase' 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média
Fitase A 2,973* 3,916 4,377 3,755 0,876*  1,184*  1,271* 1,110¢ 70,54*a  69,77*a  70,98*a 70,43
Fitase B’ 3,329% 3,967 4,160 3,819 0,980* 1,562 1,692 1,411ab 70,48*a 60,63b 59,36b 63,49
Fitase C 3,135% 3,972 4,431 3,846 1,010%  1,340* 1,613 1,321b 67,80*ab  66,19*ab  63,65*b 65,88
Fitase D 3,025%* 3,776 4,438 3,746 1,006*  1,299* 1,565 1,290b 66,68*ab  65,63*ab  64,79*b 65,70
Fitase E 3,152% 4,147 4,553 3,951 1,195* 1,561 1,667 1,475a 62,12b 62,33b  63,35*b 62,60
Fitase F 3,160%* 3,300 4,497 3,819 1,154* 1,492 1,786 1,477a 63,35*%b 60,77b 60,30b 61,47
Média>* 3,129 3,930 4,409 1,037 1,406 1,599 66,83 64,22 63,74

DCP? 4,103 1,775 56,76
CV (%) 5,86 9,95 4,79

P-valor

Fitase x Ca:Pgigp NS NS P<0,05

Fitase NS P<0,01 P<0,01

Ca:Pyp P<0,01 P<0,01 P<0,01

CV: coeficiente de variag@o. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls.

NS: ndo-significativo (P>0,05).
*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar,
formulada com 7,5 g de célcio/kg de ragdo e 3,4 g de fosforo disponivel/kg de ragdo. *Efeito da relagio Ca:Pg, da ragio
sobre o consumo de célcio: y = 0,42681x + 1,26185 (R* = 0,9794). ‘Efeito da relagdo Ca:Pyy, da ragdo sobre a excrego
de calcio: y = 0,18742x + 0,22289 (R* = 0,9683). *Efeito da relagdo Ca:Pgis, da ragdio sobre a retengdo do calcio, para a

fitase B: y = -3,70698x + 85,72976 (R* = 0,8347).
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Tabela 7 Balango e retencdo do nitrogénio em frangos de corte, no periodo de 30 a 33 dias de idade, alimentados com
ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Py;sp).

Consumo de nitrogénio (g/ave) Excregdo de nitrogénio (g/ave) Retengdo do nitrogénio (%)

Relagdo Ca:Pgis, na ragdo Relagdo Ca:Pgis, na ragdo Relagdo Ca:Py, na ragéo
Fitase' 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média 4,50:1,0 6,0:1,0 7,5:1,0 Média
Fitase A 14,695 15,354 15,003 15,017 4,805 5,317 4,859 4,994 67,24a 65,34b 67,62 66,73
Fitase B 15,638 15,172 15,033 15,281 5,348 5,379 4,820 5,182 65,86ab 64,52b 67,94 66,09
Fitase C 15,242 15,450 15,434 15,375 4,990 5,405 5,036 5,144 67,24a 65,09b 67,47 66,60
Fitase D* 15,392 15,233 15,877 15,501 5,497 4961 5,011 5,023 6426ab 6743a 6840 67,60
Fitase E’ 15,372 16,281 15,809 15,821 5,869 5,348 5,130 5,449 61,82b 67,16a 67,52 65,50
Fitase F° 15,193 14,903 15,666 15,254 5,480 4881 4,907 5,089 63,92ab 67,17a 68,68 66,59
Média® 15,256 15,399 15,470 5,331 5,148 4,961 65,06 66,57 67,94
DCP’ 15,625 5,533 64,59
CV (%) 5,64 9,00 3,58
P-valor
Fitase x Ca:Pgjs, NS NS P<0,01
Fitase NS NS NS
Ca:Pgisp NS P<0,01 P<0,01

CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: néo-
significativo (P>0,05). *Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett. '1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de
ragio. “DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 7,5 g de calcio/kg de ragio e 3,4 g de fosforo
disponivel/kg de ragdo. 3Efeito da relagdo Ca:Pyy, da ragdo sobre a excrec¢do de nitrogénio: y = -0,1233x + 5,8867 (R2 = 0,9999).
*Efeito da relagdo Ca:Pg, da ragdo sobre a retengdo do nitrogénio, para a fitase D: y = 0,13800x + 58,4167 (R2 =0,9140). SEfeito da
relagdo Ca:Pgi, da racdo sobre a retengdo do nitrogénio, para a fitase E: y = 1,89780x + 54,11383 (R2 = 0,7970). ®Efeito da relacdo
Ca:Py;sp da ragdo sobre a retengdo do nitrogénio, para a fitase F: y = 1,5867x + 57,0700 (R2 =0,9574).
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em 6,44; 9,22 e 7,45% com a suplementacdo da ragdo com as fitases D, E ¢ F,
respectivamente. Por outro lado, para a relagdo 4,5:1,0 as fitases A e C
apresentaram melhor resultado e a fitase E proporcionou a pior retencdo do N
enquanto que para a relacao 6,0:1,0 as fitases D, E e F resultaram nos maiores
coeficientes de aproveitamento do N. Além disso, todas as ragdes experimentais
do esquema fatorial resultaram em balanco e retencdo do N semelhantes
(P>0,05) ao observado quando as aves receberam a DCP.

Nao houve (P>0,05) interagdo, nem efeito isolado do tipo de fitase e a
relacdo Ca:Pg;s, da racdo para a EMAn e o CMMS (APENDICE Z), cujas médias
foram 3367,9 kcal/kg de ragdo + 48,6 (CV = 2,78%) e 75,11% + 1,14 (CV =
2,66%), respectivamente. Além disso, todas as dietas experimentais do esquema
fatorial proporcionaram resultados semelhantes (P>0,05) ao verificado para os

frangos de corte do grupo CP.
4. Discusséo

Mesmo alterando a relagdo Ca:Py;s, da ragdo de 4,5:1,0 para 7,5:1,0 todas
as fitases microbianas avaliadas mostraram-se eficientes em atuar sobre o fitato
da dieta liberando Pg em quantidade suficiente para que ele pudesse ser utilizado
pelo tecido dsseo sem causar prejuizo na deposicdo de P na tibia dos frangos de
corte, o que provavelmente ocorreria na auséncia
da suplementacdo da racdo com fitase ja que nenhuma fonte de P inorganico foi
incluida nestas ragdes que foram formuladas com apenas 1,0 g de Pgs/kg de
ragao.

A fitase B proporcionou a maior deposicdo de Ca na tibia, porém
quando a ragdo foi suplementada com as fitases D, E ou F a absorc¢do do Ca foi
menor, conforme comprovado pelos menores teores de Ca determinados no

plasma e na tibia dos frangos. Embora as fitases D e E sejam resultantes do
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melhoramento da fitase F, os resultados deste trabalho demonstram que essas
trés enzimas ainda mantém semelhante eficiéncia quanto ao aproveitamento do
Ca da ragdo.

Apesar da porcdo inorganica do osso ser majoritariamente constituida
por Ca e P, os teores de cinzas na tibia observados neste trabalho ndo puderam
ser estritamente correlacionados & deposigdo 6ssea do Ca e P, pois as ragdes que
prejudicaram este pardmetro ndo, necessariamente, resultaram na pior deposicao
de P e Ca na tibia. Portanto, para compreender melhor o efeito da dieta sobre a
formagdo do osso da ave ¢é necessdrio determinar em experimentos futuros
outros elementos que também participam desta estrutura como o Mg, potassio,
fluor, zinco, sédio e até mesmo o cobre (Rath et al., 2000; Santos et al., 2008).

O teor médio de P plasmatico determinado nas aves que receberam a
ragao contendo a fitase C foi inferior (6,41 mg/dL) ao reportado por Liu et al.
(2010) para a mesma fitase (7,41 mg/dL), entretanto, a dieta avaliada neste
trabalho foi formulada com menor nivel de P (1,0 g versus 2,8 g de Pyin/kg de
racdo) o que pode justificar a menor concentracdo circulante de P.

De modo semelhante ao observado anteriormente por Ansar et al.
(2004), a concentragdo de P no plasma das aves diminuiu gradativamente a
medida que a relagdo Ca:Pgis, da dieta aumentou, o que pode ser justificado pelo
fato do Ca poder complexar-se com o P no intestino dificultando sua absor¢do
(Runho et al., 2001). Além disso, ha a hipotese de que esses dois minerais
competem entre si pelo sitio de absor¢ao no intestino, apesar desses mecanismos
de transporte ainda ndo estarem completamente elucidados (Maiorka and
Macari, 2002).

Os frangos de corte alimentados com a dieta contendo 1.500 FTU da
fitase C/kg de ragdo apresentaram teor plasmatico de Ca superior (9,51 mg/dL) a
concentragdo sérica registrada por Liu et al. (2010) (7,08mg/dL) para a mesma

fitase, todavia os referidos autores utilizaram a enzima com inclusdo de apenas
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1.000 FTU/kg de ragdo formulada com 7,8 g de Ca/kg, o que pode explicar a
diferenca entre os trabalhos.

Apesar do aumento do nivel de Ca da dieta ter favorecido um maior teor
de Ca no sangue, nenhuma das ragdes contendo diferentes relagdo Ca:Puigp
suplementadas com as distintas fitases avaliadas alteraram a concentracao de Ca
no plasma, comparado ao nivel determinado para as aves do grupo CP. Isso pode
ser explicado pelo eficiente mecanismo de controle da homeostase do Ca pelo
organismo que procura manter limites estreitos da calcemia. Assim, em casos de
deficiéncia de Ca, o organismo induz um aumento na absorc¢ao intestinal deste
mineral acompanhada da redugdo na sua excre¢do pelos rins além de mobilizar,
caso necessario, parte do Ca armazenado no osso para outros tecidos através da
corrente sanguinea. Por outro lado, em situagdo de excesso de Ca, sua absor¢do
intestinal ¢ reduzida pela saturacdo das proteinas de membrana transportadoras
de Ca associado ao aumento na sua excre¢do (Maiorka and Macari, 2002).

Segundo Selle et al. (2009), a fitase atua sobre o fitato diminuindo sua
capacidade de complexar-se com minerais catidnicos, entretanto, os resultados
deste trabalho sugerem que o uso desta enzima na ragdo nao altera o
aproveitamento do magnésio, cujo teor médio determinado no plasma (2,04
mg/dL) foi semelhante ao reportado por Brenes et al. (2003) (2,10 mg/dL),
porém inferior ao descrito por Viveros et al. (2002) (2,89 mg/dL).

Para todas as fitases e relagdes Ca:P Py, avaliadas, verificou-se que €
possivel reduzir o teor de Py, da dieta para 1,0 g/kg sem prejudicar o
desempenho dos frangos de corte no periodo de 22 a 33 dias de idade, ao incluir
1.500 FTU/kg de ragdo. Este resultado € importante, pois representa a
possibilidade de se utilizar ragdo a base de milho e farelo de soja sem a inclusdo
de qualquer fonte de P inorganico, no periodo avaliado.

A manutenc¢do do desempenho das aves observada neste trabalho pode

ser justificada pela melhora no aproveitamento do Pg promovida pelo uso de
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qualquer uma das fitases avaliadas. Considerando que o teor médio de Pg
determinado na ragdo foi de 2,37 g/kg e que seu coeficiente de retengcdo médio
foi de 93,35%, conclui-se que a fitase liberou 2,21 g de P/kg de racdo, os quais
somados ao fornecido pelo milho e farelo de soja (1,0 g de Pg/kg de ragdo)
representam um total de 3,21 g de P/kg de ragdo, indicando que esse nivel foi
suficiente para atender a exigéncia de P das aves. Segundo Rostagno et al.
(2011) a exigéncia de P para frangos de corte machos de desempenho médio ¢é
de 3,42 g de P/kg de ragdo, todavia, de acordo Slominski (2011) é provavel que
a exigéncia de P para frangos de corte estabelecida atualmente esteja
superestimada.

Os resultados deste trabalho indicam que o aproveitamento do P total
nao pode ser exclusivamente correlacionado a relacdo Ca:P da ragdo, pois
também deve-se considerar os valores absolutos do Ca e P presentes na dieta.
Isso quer dizer que embora a rag¢do contendo 7,5 g de Ca/kg e 1,0 g de Pgigp/kg
esteja formulada com uma relagdo Ca:Pg;s, aproximadamente 3,5 vezes maior do
que o recomendado por Rostagno et al. (2011) (relagdo Ca:Pgig, de 2,13:1), esta
dieta proporcionou de modo geral maior retengdo do P total provavelmente por
ndo estar deficiente em Ca.

Quanto ao aproveitamento do Ca pelas aves, a fitase A foi a enzima
que tolerou a maior variacdo na relagdo Ca:Py;, da dieta, pois proporcionou os
maiores coeficientes de retengdo nas trés relagdes avaliadas. Ja para a fitase B
mostrou-se a enzima mais sensivel a alteracdo da relagdo Ca:Pg, na dieta,
corroborando com Han et al. (2009) que relataram que distintas fitases
microbianas podem apresentar diferente eficiéncia catalitica numa mesma
situacdo fisiologica do animal.

De modo semelhante ao observado neste trabalho, Teixeira et al. (2003)
também verificaram, para frangos de corte de 22 a 42 dias de idade, que a

redugdo do nivel de Ca na racdo reduz o coeficiente de retencdo do N, embora
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ndo tenham indicado os motivos pelos quais isso ocorre. Contudo, a
suplementacdo da dieta com fitase ndo melhorou o aproveitamento do N, nem os
valores de EMAn ¢ o CMMS da ragdes, corroborando com os resultados de
Gomide et al. (2012) obtidos para frangos de corte no periodo de 22 a 35 dias de
idade.

5. Conclusdes

No periodo de 22 a 33 dias de idade, é possivel reduzir o teor de fosforo
disponivel da ragdo de frangos de corte para 1,0 g/kg, ao suplementa-la com
1.500 unidades de atividade das fitases A, C, D ou E/kg, devendo-se fixar o
nivel de calcio em 7,5 g/kg para manter o desempenho e¢ a adequada
mineralizagdo Ossea das aves, além de melhorar o coeficiente de retencdo do
calcio e fosforo fitico, otimizar o aproveitamento do fosforo total e diminuir a

excrecdo de nitrogénio e fésforo no ambiente.

Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq), a Fundagdo de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e ao
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Ciéncia Animal (INCT-CA) pelo
apoio financeiro. As empresas DSM, Nutron e ABVista pelo fornecimento das

fitases.

Referéncias

Ansar, M., Khan, S.A., Chaudhary, Z.1., Mian, N.A., Tipu, M.Y., Rai, M.F.
2004. Effects of high dietary calcium and low phosphorus on urinary
system of broiler chicks. Pak Vet J, 24, 113-116.

Association of Official Analytical Chemists — International [AOAC]. 2005.
Official Methods of Analysis. 18ed. AOAC, Gaithersburg, MD, USA.



99

Brenes, A., Viveros, A., Arija, 1., Centeno, C., Pizarro, M., Bravo, C. 2003. The
effect of citric acid and microbial phytase on mineral utilization in broiler
chicks. Anim. Feed Sci. Technol., 110, 201-219.

Engelen, A.J., Van der Heeft, F.C., Randsdorp, P.H.G., Smit, E.L.C. 1994.
Simple and rapid determination of phytase activity. J] AOAC Int., 77, 760—
764.

Gomide, E.M., Rodrigues, P.B., Freitas, R.T.F. de, Fialho, E.T. 2007. Nutritional plans
with use of amino acids and phytase for broiler chickens maintaining the ideal
protein profile in the diets. R. Bras. Zootec., 36, 1769-1774.

Gomide, E.M., Rodrigues, P.B., Naves, L. de P., Bernardino, V.M.P., Santos,
L.M. dos, Garcia, A.A.P. 2012. Diets with reduced levels of nutrients
supplemented with phytase and amino acids for broilers. Ciénc. agrotec., 36,
100-107.

Han, J.C., Yang, X.D., Qu, H.X., Xu, M., Zhang, T., Li, W.L., Yao, J.H., Liu,
Y.R., Shi, B.J., Zhou, J.F., Feng, X.Y. 2009. Evaluation of equivalency
values of microbial phytase to inorganic phosphorus in 22 to 42 day old
broilers. J. Appl. Poultry Res., 18, 707-715.

Liu, N., Ru, Y.J., Li, F.D. 2010. Effect of dietary phytate and phytase on
metabolic change of blood and intestinal mucosa in chickens. J Anim
Physiol Anim Nutr, 94, 368-374.

Maiorka, A.; Macari, M. Absorption of minerals. In: Macari, M.; Furlan, R.L.;
Gonzales, E. Avian physiology applied to broilers. 2nd ed.
Jaboticabal:FUNEP. 2002,167-173.

Matterson, L.D., Potter, L.M., Stutz, M.W., Singsen, E.P. 1965. The
metabolizable energy of feed ingredients for chickens. (Research Report, 7).
University of Connecticut, p. 11.

Mongin, P. 1981. Recent advances in dietary anion-cation balance: application
in poultry. Proc Nutr Soc, 40, 285-294.

Mullaney, E.J., Ullah, A.H.J. 2003. The term phytase comprises several different
classes of enzymes. Biochem. Biophys. Res. Commun., 312, 179-184.

Nagata, A.K., Rodrigues, P.B., Alvarenga, R.R., Zanger6nimo, M.G.,
Rodrigues, K.F., Lima, G.F.R. 2011. Energy and protein levels in diets
containing phytase for broilers from 22 to 42 days of age: performance and
nutrient excretion. R. Bras. Zootec., 40, 1718-1724.

Rath, N.C., Huff, W.E., Balog, J.M. 2000. Factors regulating bone maturity and

strength in poultry. Poult Sci, 79, 1024-1032.

Rodrigues, P.B., Martinez, R.S., Freitas, R.T.F., Bertechini, A.G., Fialho, E.T.,
2005. Effect of collection time and methodologies on the digestibility and
energy value of poultry diets. Rev. Bras. Zootec. 34, 882—889.

Rostagno, H.S., Albino, L.F.T., Donzele, J.L., Gomes, P.C., Oliveira, R.F. de,
Lopes, D.C., Ferreira, A.S., Barreto, S.L. de T. Euclides, R.F. 2011. Brazilian



100

Tables for Poultry and Swine: Composition of Feedstuffs and Nutritional
Requirements, 3ed. Federal University of Vigosa, Vigosa, p. 252.

Runho, R.C.; Gomes, P.C.; Rostagno, H.S.; Albino, L.F.T.; Lopes, P.S.; Pozza,
P.C. 2001. Available phosphorus requirement of male and female broilers
from 1 to 21 days of age. Rev. Bras. Zootec. 30, 187-196.

Santos, F.R., Hruby, M., Pierson, E.E.M., Remus, J.C., Sakomura, N.K. 2008.
Effect of phytase supplementation in diets on nutrient digestibility and
performance in broiler chicks. J. Appl. Poultry Res., 17, 191-201.

SAS Institute, 2004. System for Microsoft Windows, version 9.1, Cary, NC.

Schoulten, N.A., Teixeira, A.S., Bertechini, A.G., Freitas, R.T.F. de, Conte, A.J.,
Silva, H.O. 2002. Effect of the levels of calcium on the uptake of minerals in
starter diets for broiler chickens suplemented with phytase. Ciénc. agrotec.,
26, 1313-1321.

Selle, P.H., Cowieson, A.J., Ravindran, V. 2009. Consequences of calcium
interactions with phytate and phytase for poultry and pigs. Livest Sci, 124,
126-141.

Silva, Y. L. da., Rodrigues, P. B., Freitas, R. T. F. de.; Zangeronimo, M. G.;
Fialho, E. T.2008. Protein and phosphorus levels in diets with phytase for
broilers chicken from 14 to 21 days-old. Energy values and nutrient
digestibility. Rev. Bras. Zootec., 37, 469—477.

Slominski, B.A. 2011. Recent advances in research on enzymes for poultry diets.
Poul Sci, 90, 2013-2023.

Teixeira, A.S., Schoulten, N.A., Silva, H.O., Conte, A.J., Bertechini, A.G.,
Fialho, E.T. 2003. Performance and nitrogen retention in broilers from 22 to
42 days old fed diets with different levels in calcium supplement with fitase.
Ciénc. agrotec., 27, 192—-198.

Viveros, A., Brenes, A., Arija, 1., Centeno, C. 2002. Effects of microbial phytase

supplementation on mineral utilization and serum enzyme activities in
broiler chicks fed different levels of phosphorus. Poult Sci, 81, 1172—-1183.



101

ARTIGO 4

Eficiéncia de fitases microbianas suplementadas em ra¢des formuladas com
diferentes relagdo calcio:fosforo, fornecidas a frangos de corte no periodo de 35

a 42 dias de idade

Naves, L. de P.; Rodrigues, P. B. et al.

Artigo redigido conforme as normas da Revista Journal of Animal

Physiology and Animal Nutrition — verséo preliminar

Resumo

Um experimento foi conduzido com frangos de corte, no periodo de 35 a 42 dias
de idade, para avaliar a eficiéncia de seis fitases microbianas suplementadas em
racdes (1.500 FTU/kg de racdo) formuladas com trés diferentes relagdo
calcio:fosforo disponivel — Ca:Puigy (3,5:1,0; 5,0:1,0 e 6,5:1,0). Uma dieta
controle positivo, sem fitase, formulada para atender as exigéncias nutricionais
das aves no periodo foi utilizada para fins de comparacdo da eficiéncia da fitase.
Os teores de P e Ca na tibia, o nivel plasmatico de célcio, a conversdo alimentar,
o consumo do P fitico (Pg), 0 consumo e a excreg¢ao do nitrogénio (N), a energia
metabolizavel aparente corrigida pelo balango de nitrogénio e o coeficiente de
metabolizabilidade da matéria seca ndo foram influenciados pelo tipo da fitase
nem pela relagdo Ca:Pgis, da dieta, mantendo-se semelhante ao determinado para
as aves do grupo controle. A fitase D elevou os niveis de P e magnésio no
plasma. As aves alimentadas com a racdo suplementada com a fitase B
apresentaram menor consumo de ra¢do e ganho de peso enquanto que os frangos
que receberam a ra¢do contendo a fitase E consumiram mais ragdo, ganharam

mais peso e excretaram menos P total. O maior coeficiente de retengdo do Ca
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foi determinado quando a ragdo continha as fitases C, D ou E, porém o melhor
aproveitamento do N foi observado quando a ra¢do foi suplementada com a
fitase D ou E. Independente do tipo de fitase, o aumento da relagdo Ca:Pg, da
dieta aumentou o teor de cinzas na tibia, além do consumo e excre¢do do Ca. O
uso da fitase na ragdo reduziu a excre¢ao do Pgs melhorando seu aproveitamento
pela ave. Portanto, no periodo de 35 a 42 dias de idade, é possivel reduzir o teor
de Pgisp da ragdo de frangos de corte para 1,0 g/kg, ao suplementa-la com 1.500
unidades de atividade das fitases A, B, C, D ou E/kg, devendo-se fixar o nivel de
Caem 6,5 g/kg para manter o desempenho e otimizar a mineralizagdo ¢sseas das
aves, além de melhorar o coeficiente de retencdo do Ca, Py, P total e N e
diminuir a excregdo de P.

Palavras-chave: aves, desempenho, enzima, fitato, metabolismo

1. Introducéo

O fitato ¢ a principal forma de armazenamento de fésforo (P) em
sementes e graos comumente presentes nas ragdoes de frangos de corte.
Entretanto, apenas uma pequena fracdo do P fitico (Pg) da dieta € naturalmente
aproveitada por esses animais, devido a baixa atividade da fitase enddgena.

Além disso, o acido fitico pode complexar-se com nutrientes da dieta
durante sua passagem pelo trato digestorio, diminuindo a biodisponibilidade
desses nutrientes podendo comprometer o desempenho zootécnico das aves.
Associado a isso, outros fatores favorecem o uso de fitase exdgena na nutrigdo
avicola: (1) o P inorganico é um recurso natural nao-renovavel e representa um
dos ingredientes mais caros da ragdo, (2) ha atualmente forte apelo ambiental
pela redugdo da deposicdo de P no ambiente e (3) o preco das fitases
comercializadas tem reduzido em fungdo do avango das técnicas de

biotecnologia e fermentagdo (Selle et al., 2009).
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Diante disso, as ra¢des utilizadas atualmente tém sido formuladas com
reduzido teor de fosforo disponivel (Pgisp) € suplementadas com fitase. Embora a
fonte inorgénica de céalcio (Ca) seja de custo relativamente baixo, ¢ importante
avaliar qual deve ser o nivel deste nutriente quando se formula a ragdo com
determinado teor de P e certa atividade de fitase suplementada. Se por um lado,
o excesso de Ca na ra¢do pode reduzir sua utilizagdo e também a de outros
nutrientes como o P (Schoulten et al., 2002), além de poder reduzir a atividade
catalitica da fitase utilizada (Santos et al., 2008), sua deficiéncia nutricional pode
comprometer a integridade dssea e prejudicar o desempenho dos frangos de
corte (Selle et al., 2009)

Além disso, distintas fitases microbianas podem apresentar diferentes
estruturas e variadas propriedades fisico-quimicas e cataliticas (Mullaney and
Ullah, 2003) o que, consequentemente, pode acarretar em diferentes resultados
quando adicionadas nas ragdes de frangos de corte.

Portanto, este trabalho foi conduzido com frangos de corte, no periodo
de 35 a 42 dias de idade, com o objetivo de indicar quais fitases microbianas e
qual teor de Ca na ra¢do devem ser utilizados quando esta for formulada com 1,0

g de fosforo disponivel/kg.

2. Material e Métodos

Um experimento foi conduzido com frangos de corte no periodo de 35
a 42 dias de idade, no Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA) para indicar quais fitases microbianas e
qual teor de calcio (Ca) na racdo devem ser utilizados quando esta for formulada
com 1,0 g de fosforo disponivel (Pgisp)/kg, considerando-se pardmetros 6sseos,
plasmaticos e de desempenho e avaliando-se também o balanco e retengdo de

nutrientes. Todos os procedimentos utilizados na condugdo do experimento
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foram aprovados pela Comissio de FEtica no Uso de Animais da UFLA
(protocolo n® 004/11).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado disposto em
esquema fatorial (6 x 3) + 1 correspondendo a seis fitases microbianas
adicionadas a ragdes formuladas com trés diferentes relagdo Ca:Py, mais uma
dieta controle positivo (DCP), sem fitase, formulada segundo as recomendacdes
nutricionais de Rostagno et al. (2011), em quatro repeticdes de trés aves para
cada tratamento avaliado.

As seguintes fitases microbianas foram utilizadas na inclusao de 1.500
unidades de atividade da fitase (FTU)/kg de racdo: fitase A (6-fitase expressa
por Aspergillus oryzae geneticamente modificado com dois genes sintéticos
produzidos a partir do gene que codifica a fitase em Citrobacter braakii ATCC
51113); fitase B (6-fitase produzida por A. oryzae geneticamente modificado
com o gene da fitase de Peniophora lycii); fitase C (6-fitase produzida por
Schizosaccharomyces pombe ATCC 5233 geneticamente modificado com o
gene da fitase de Escherichia coli); fitase D (segunda geragdo de melhoramento
genético da 6-fitase produzida por E.coli); fitase E (primeira geragdo de
melhoramento genético da 6-fitase produzida por E.coli) e fitase F (“tipo
selvagem” da 6-fitase produzida por E.coli). Por outro lado, as relagdes Ca:Py;s,
das ragoes foram definidas em 3,5:1,0; 5,0:1,0 ¢ 6,5:1,0.

Portanto, 228 frangos de corte machos da linhagem Cobb-500" foram
utilizados no experimento. Os pintos foram adquiridos com um dia de idade e
criados em galpdo convencional para frangos de corte até os 34 dias de idade
recebendo racdo a base de milho e farelo de soja formulada para atender suas
exigéncias nutricionais (Rostagno et al., 2011).

No 35° dia de idade, as aves foram pesadas individualmente, separadas
por faixas de peso e transferidas para gaiolas (com dimensdes de 50 x 50 x 50

cm; unidade experimental) em uma sala de metabolismo, de modo que as
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unidades experimentais apresentassem o peso médio inicial dos frangos
semelhante entre si (2,204 kg &+ 0,080). A sala dispunha de iluminacdo constante
e temperatura controlada, sendo cada gaiola metabdlica provida de um
bebedouro do tipo pressdo, um comedouro individual do tipo calha com borda
para evitar desperdicios e uma bandeja coletora de excretas.

As dietas experimentais (Tabela 1) e 4gua foram fornecidas a vontade
durante sete dias, sendo quatro dias de adaptacdo as instalagdes e dietas seguidos
de trés dias de coleta total das excretas (Rodrigues et al., 2005), por unidade
experimental.

As ragdes ¢ as sobras foram pesadas no 350, 390 e 420 dia de idade das
aves para os posteriores calculos do consumo de ragdo no periodo total e no
periodo de coleta. Para os calculos do ganho de peso, os frangos foram pesados
no 350 e 420 dia de idade. A conversdo alimentar foi calculada dividindo-se o
consumo de ragdo pelo ganho de peso.

A coleta total de excretas foi realizada diariamente na parte da manha,
de modo que as excretas de uma mesma unidade experimental foram reunidas
em sacos plasticos identificados e armazenadas em freezer até o ultimo dia de
coleta quando foram pesadas, homogeneizadas e pré-secas em estufa a 55 °C por
72 horas. Apo6s a pré-secagem, as excretas foram moidas e armazenadas a
temperatura ambiente até a realizacdo das analises de matéria seca (MS), P total,
Ca, nitrogénio (N) e energia bruta (Association of Official Analytical Chemists —
AOAC, 2005). O teor de P fitico (Pfit) foi determinado pela metodologia
colorimétrica com propor¢ao de extracdo de 1:20 descrita detalhadamente no
artigo 1 desta Tese. Paralelamente, trés aliquotas homogéneas de todas as racdes
experimentais foram coletadas, moidas e armazenadas até a realizacdo das
mesmas analises quimicas propostas para as excretas.

O balango ¢ retencdo do Pfit, P total, Ca e N foram calculados com base na MS.

O consumo do nutriente (g/ave) foi calculado multiplicando-se o consumo de



Tabela 1 Composigao das dietas experimentais.

Fitases A,Be C

Fitases D, Ee F

Ingrediente Relagdo Ca:Pgigp Relagdo Ca:Pggp
(g/kg de ragdo, em matéria natural) DCP? 3,5:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 3,5:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0
Milho 669,17 669,17 669,17 669,17 669,17 669,17 669,17
Farelo de soja 263,73 263,73 263,73 263,73 263,73 263,73 263,73
Oleo de soja 30,73 30,73 30,73 30,73 30,73 30,73 30,73
Fosfato bicalcico 9,78 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Calcario 6,60 5,69 9,41 13,12 5,69 9,41 13,12
Sal comum 4,19 4,19 4,19 4,19 4,19 4,19 4,19
DL-Metionina 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47
L-Lisina HCI 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47 2,47
L-Treonina 0,56 0,56 0,56 0,56 0,56 0,56 0,56
Suplemento mineral® 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento vitaminico® 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
Fitase 0,00 0,15 0,15 0,15 0,30 0,30 0,30
Inerte (caulim) 9,30 19,85 16,13 12,41 19,70 15,98 12,26
Composi¢do nutricional calculada e determinada (g/kg de ragdo, em matéria natural)

EM? calculada (kcal/kg) 3.150 3.150 3.150 3.150 3.150 3.150 3.150
Proteina bruta calculada 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00 180,00
Proteina bruta determinada 179,80 181,20 179,95 181,50 180,75 181,06 181,49
Calcio calculado 6,50 3,50 5,00 6,50 3,50 5,00 6,50
Calcio determinado 6,65 3,69 5,06 6,75 3,74 5,13 6,48

901



Fosforo disponivel calculado 3,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

Foésforo total calculado 5,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Fésforo total determinado 5,25 3,15 3,25 3,17 3,07 3,14 3,21
Sédio calculado 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85 1,85
Cloro calculado 3,03 3,03 3,03 3,03 3,03 3,03 3,03
Potassio calculado 6,77 6,77 6,77 6,77 6,77 6,77 6,77
Lisina calculada 10,10 10,10 10,10 10,10 10,10 10,10 10,10
Metionina + cistina calculada 7,37 7,37 7,37 7,37 7,37 7,37 7,37
Treonina calculada 6,56 6,56 6,56 6,56 6,56 6,56 6,56
Balango eletrolitico (mEqg/kg)° 168 168 168 168 168 168 168
Atividade da fitase calculada (FTU/kg)f 0,0 1.500 1.500 1.500 1.500 1.500 1.500
Atividade da fitase determinada (FTU/kg)® 22 1.518 1.492 1.509 1.502 1.487 1.510

"Dieta controle positivo. bSuplementado por kg de racdo: Zn, 55 mg; Se, 0,18 mg; I, 0,70 mg; Cu, 10 mg ; Mn, 78 mg; Fe,
48 mg. ‘Suplementado por kg de ragdo: acido fdlico, 0,48 mg; 4cido pantoténico, 8,70 mg; biotina, 0,018 mg;
butilhidroxi-tolueno (BHT), 1,5 mg; niacina, 11,1 mg; vitamina A, 6000 UI; vitamina B1, 0,8 mg; vitamina E, 12,15 UI;
vitamina B12, 8,10 ug; vitamina B2, 3,6 mg; vitamina B6, 1,80 mg; vitamina D3, 1500 UI; vitamina K3, 1,44 mg. YEM:
energia metabolizavel. “Balango eletrolitico calculado segundo a equagdo proposta por Mongin (1981), a qual
correlaciona as concentragdes de sodio, potassio e cloreto (Na” + K* — CI). 'Suplementagio enzimatica expressa em
FTU/kg de ragdo, sendo que 1FTU corresponde a uma unidade de atividade da fitase. Fitases A, B e C: Enzimas com
atividade declarada de 10.000 FTU/g de produto. Fitases D, E e F: Enzimas com atividade declarada de 5.000 FTU/g de
produto. #Atividade enzimatica determinada segundo protocolo proposto por Engelen et al. (1994).

LOT
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racdo (g/ave) pelo teor (%) do nutriente determinado na racdo. Para calcular a
excrecdo absoluta do nutriente (g/ave), a quantidade de excreta (g/ave) foi
multiplicada pelo teor (%) do nutriente determinado na excreta. O coeficiente de
reten¢do do nutriente foi calculado pela equacdo: coeficiente de retencdo (%) =
[(consumo do nutriente - excre¢do absoluta do nutriente)/consumo do nutriente]
x 100. A energia metabolizdvel aparente corrigida pelo balango de nitrogénio
(EMAn) foi calculada utilizando-se a equagdo descrita por Matterson et al.
(1965). Para os calculos do coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMYS) das ragdes utilizou-se a equacao: CMMS = [(g de matéria seca ingerida
— g de matéria seca excretada)/g de matéria seca ingerida] x 100.

Ao final do experimento, duas aves por repeticdo foram abatidas para a
retirada da tibia esquerda que foi posteriormente descarnada, seca a 105 °C,
desengordurada em éter etilico e incinerada a 600 °C, determinando-se o teor de
cinzas, P e Ca (AOAC, 2005). Além disso, o sangue das aves foi coletado em
tubos contendo heparina sodica como anticoagulante e, em seguida, foi
centrifugado (2.000 x g/15 minutos) sendo o plasma recolhido para a
quantifica¢do dos teores de Ca, P ¢ magnésio (Mg) utilizando-se kits comerciais
colorimétricos da Labtest”.

Os dados foram submetidos a analise de variancia utilizando-se o
software SAS (2004) e para a comparacdo dos tratamentos no esquema fatorial,
modelos de regressao (P<0,05) foram utilizados para as diferentes relagdes
Ca:Pg4is, enquanto que as fitases avaliadas foram comparadas entre si pelo teste
de Student-Newman-Keuls (P<0,05). Além disso, a DCP foi comparada as

demais ragdes experimentais pelo teste de Dunnett, a 5% de probabilidade.

3. Resultados

Nao houve intera¢do (P>0,05) entre a fitase e a relagdo Ca:Py, da racdo
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nem efeito isolado (P>0,05) destes fatores para o teor de P e Ca na tibia dos
frangos de corte (APENDICES AA e AB), cujas concentragdes médias
determinadas foram 7,76 g de P/100g de MSD =+ 0,16 (coeficiente de variagdo —
CV =3,25%) e 17,56 g de Ca/100g de MSD + 0,93 (CV = 4,67%). Além disso,
nao houve interagdo (P>0,05) entre a fitase e a relagdo Ca:Pg, da racdo nem
efeito isolado (P>0,05) do tipo de enzima para a deposi¢ao de minerais totais na
tibia, contudo, o aumento da relacdo Ca:Py, de 3,5:1,0 para 6,5:1,0 aumentou
(P<0,05) linearmente o teor de cinzas na tibia dos frangos, com melhoria de até
2,65% (Tabela 2) (APENDICE AA).

As dietas experimentais do esquema fatorial proporcionaram teores de P,
Ca e cinzas semelhantes (P>0,05) ao determinado nas aves que receberam a
DCP, sem adi¢ao de fitase, formulada para atender as exigéncias nutricionais
dos frangos no periodo avaliado (7,99; 18,35 e 43,41 g/100g de MSD,
respectivamente).

Nio houve interacdo (P>0,05) entre a fitase e a relagdo Ca:Pgi, da ragdo
nem efeito isolado (P>0,05) da relagdo Ca:Pys, para as concentragdes
plasmaticas de P e magnésio (Mg) (Tabela 2) (APENDICES AC e AD).
Todavia, a suplementacdo da ragdo com a fitase D elevou os niveis de P
(P<0,01) e Mg (P<0,05) no plasma enquanto que o uso das fitases B ¢ E reduziu
(P<0,01) o teor de P no sangue. Nao houve interacdo nem efeito isolado
(P>0,05) do tipo de fitase e a relagdo Ca:Pg;, da racdo (APENDICE AC) para a
concentragdo de Ca sanguineo (10,46 mg/dL + 0,25; CV = 4,53%). Comparadas
a DCP (9,98 mg de Ca/dL, 6,68 mg de P/dL e 2,04 mg/dL), nenhuma ragdo
contendo fitase alterou a concentra¢do plasmatica do Ca, P e Mg, para as trés
relacdo Ca:Pg;s, avaliadas.

Nao houve interagdo nem efeito isolado (P>0,05) da relacdo Ca:Pgi, da

dieta para o consumo de ragdo e ganho de peso das aves, no periodo de 35 a 42



Tabela 2 Teor de cinzas na tibia e concentragdo de fosforo e magnésio no plasma de frangos de corte aos 42 dias de

idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel

(Ca:PdiSp).
Cinzas na tibia (g/100g de MSD) Fosforo (mg/dL de plasma) Magnésio (mg/dL de plasma)
Relagdo Ca:Py, na ragdo Relagdo Ca:Py, na ragdo Relagdo Ca:Pyg, na ragdo
Fitase' 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Meédia
Fitase A 41,62 42,74 4399 4279 7,23 7,30 7,22  7,25ab 2,11 2,04 2,15 2,10b
Fitase B 41,12 42,39 43,04 42,18 6,79 6,79 6,78 6,78b 2,08 2,03 2,08 2,06b
Fitase C 41,13 42,14 4293 42,07 7,10 6,98 7,05  7,04ab 2,12 2,11 2,12 2,11b
Fitase D 42,46 4248 4231 4242 7,55 7,46 7,40 7,47a 2,25 2,25 2,18 2,23a
Fitase E 42,37 42,53 4234 4241 6,82 7,02 6,98 6,94b 2,04 2,04 2,04 2,04b
Fitase F 42,17 4240 4290 4249 7,16 7,09 7,36  7,20ab 2,11 2,12 2,10 2,11b
Média® 41,81 42,44 42,92 7,11 7,10 7,13 2,12 2,10 2,11
DCP’ 43,41 6,68 2,04
CV (%) 3,15 6,05 6,24
P-valor
Fitase x Ca:Pgj, NS NS NS
Fitase NS P<0,01 P<0,05
Ca:Pgigp P<0,05 NS NS

CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. MSD:
matéria seca desengordurada. NS: ndo-significativo (P>0,05).

*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. 2DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 6,5 g

de calcio/kg de ragio e 3,0 g de fosforo disponivel/kg de ragdo. *Efeito da relagio Ca:Pgi, da ragdo sobre o teor de cinzas na tibia: y = g
0,36805x + 40,55209 (R* = 0,9933).
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dias de idade (Tabela 3) (APENDICE AE). Os frangos alimentados com a ragio
contendo a fitase B apresentaram o menor (P<0,05) consumo de ragdo e menor
(P<0,01) ganho de peso, porém, com o uso da fitase E as aves consumiram mais
racdo e ganharam mais peso.

Nao houve interagdo nem efeito isolado (P>0,05) da fitase e a relagdo
Ca:Pgis, da ragdo para a conversao alimentar (Tabela 3) (APENDICE AF). Além
disso, de modo geral, todas as dietas experimentais do esquema fatorial
resultaram em desempenho dos frangos semelhante (P>0,05) ao observado para
as aves alimentadas com a DCP.

Nao houve interagdo nem efeito isolado (P>0,05) do tipo de fitase ¢ a
relacdo Ca:Pgis, da ragdo para o consumo, excregdo e retencdo do Pg; (Tabela 4)
(APENDICES AG e AH). Entretanto, as dietas contendo fitase resultaram em
menor excre¢cdo e maior coeficiente de retencdo do Py (P<0,05) quando
comparadas a DCP.

O consumo de P total pelos frangos de corte nao foi alterado (P>0,05)
pelo tipo de fitase e relagdo Ca:Pgg, da ragdo, nem pela interagdo desses
fatores, verificando-se um consumo geral de 1,370 g/ave £ 0,074 (Tabela 5).
Nao houve interagdo (P>0,05) entre a fitase e a relagdo Ca:Pgg, nem efeito
isolado (P>0,05) da relacdo Ca:Py;, da racdo para a excrecdo e retengdo do P
total, todavia a fitase E resultou na menor (P<0,05) excre¢do e no maior
(P<0,01) aproveitamento do P total (APENDICES Al e AJ).

Comparadas a DCP, todas as racdes experimentais do esquema fatorial
resultaram em menor (P<0,05) consumo e excre¢ao do P total possibilitando seu
melhor (P<0,05) aproveitamento pelas aves (Tabela 5).

Naio houve (P>0,05) interagdo entre a fitase e a relagdo Ca:Pg, da ragdo
para o balango e retengdo do Ca (Tabela 6) (APENDICES AK e AL). O tipo da
enzima ndo influenciou (P>0,05) o consumo do Ca, mas o uso da fitase D

resultou na menor (P<0,01) excrecdo deste mineral. Além disso, os frangos que



Tabela 3 Desempenho de frangos de corte, no periodo de 35 a 42 dias de idade, alimentados com ragdes contendo

distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pgigp).

Consumo de ragdo (kg/ave) Ganho de peso (kg/ave) Conversao alimentar

Relagdo Ca:Pyg, na ragdo Relagdo Ca:Py;, na ragdo Relagdo Ca:Pgg, na ragdo
Fitase' 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média
Fitase A 1,048 1,099 1,097 1,081ab 0,372 0,401 0,394  0,389bc 2,85 2,75 2,79 2,80
Fitase B 1,088 1,052 1,038 1,059b 0,369 0,347 0,352 0,356¢ 2,96 3,11 2,95 3,01
Fitase C 1,036 1,099 1,132 1,089ab 0,379 0,371 0,384  0,378bc 2,75 2,97 2,97 2,90
Fitase D 1,083 1,069 1,132 1,095ab 0,399 0,397 0,380  0,392bc 2,72 2,71 3,00 2,81
Fitase E 1,201 1,125 1,199 1,175a 0,428 0,453 0,454 0,445a 2,81 2,51 2,64 2,66
Fitase F 1,158 1,115 1,095 1,123ab 0,430 0,414 0,409 0,418ab 2,74 2,72 2,69 2,72
Média 1,102 1,093 1,116 0,396 0,397 0,395 2,81 2,80 2,84
DCP? 1,098 0,413 2,66
CV (%) 5,59 7,37 3,02
P-valor
Fitase x Ca:Pgigp NS NS NS
Fitase P<0,05 P<0,01 NS
Ca:Pyp NS NS NS

CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: nao-
significativo (P>0,05). *Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett. '1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de
ragio. “DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 6,5 g de calcio/kg de ragio e 3,0 g de fosforo
disponivel/kg de ragdo.
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Tabela 4 Balango e retencdo do fosforo fitico em frangos de corte, no periodo de 39 a 42 dias de idade, alimentados com
ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fésforo disponivel (Ca:Py;sp).

Consumo de fésforo fitico (g/ave)

Excregdo de fosforo fitico (g/ave)

Retengdo do fosforo fitico (%)

Relagdo Ca:Pgis, na ragdo

Relacd@o Ca:Pgis, na ragdo

Relagdo Ca:Pg, na ragdo

Fitase' 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Media 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média
Fitase A 0,856 0,923 0951 0,910 0,068* 0,058* 0,077* 0,068 91,98%  93,53* 91,92*% 9248
Fitase B 0,932 0870 0,865 0,889 0,057* 0,075* 0,071* 0,068 93,82%  91,12* 91,88* 9228
Fitase C 0,928 0873 0827 0,876 0,073*  0,087* 0,068* 0,076 92,29%  90,19% 92,54* 91,67
Fitase D 0,867 0,897 0,920 0,894 0,050*  0,078* 0,058* 0,062 9428%  91,28* 93,76* 93,11
Fitase E 0,984 0924 0,928 0,945 0,087*  0,066* 0,065* 0,073 91,07%  92,74* 92,95% 9225
Fitase F 0,923 1,060 0,975 0,986 0,057*  0,056* 0,044* 0,052 93,88*%  94,76% 9537% 9467
Média 0,915 0924 0,911 0,065 0,070 0,064 92,89 92,27 93,07

DCP? 0,989 0,513 48,13
CV (%) 11,68 17,07 3,85

P-valor

Fitase x Ca:Pgjs, NS NS NS

Fitase NS NS NS

Ca:Pgsp NS NS NS

CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: néo-

significativo (P>0,05).

*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.
'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. 2DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 6,5 g
de calcio/kg de racao e 3,0 g de fosforo disponivel/kg de racdo.
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Tabela 5 Balango e retengdo do fosforo total em frangos de corte, no periodo de 39 a 42 dias de idade, alimentados com
ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pysp).

Consumo de fosforo total (g/ave) Excrecédo de fosforo total (g/ave) Retengdo do fosforo total (%)
Relagdo Ca:Pgig, na ragio Relagdo Ca:Pgig, na ragio Relagdo Ca:Pg, na ragio
Fitase' 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média
Fitase A* 1,282*  1,382%  1,425*% 1,363 0,034*  0,089* 0,085* 0,069bc 97,35*%  93,56*% 94,04* 94,98ab
Fitase B 1,396*  1,303* 1,295* 1,331 0,120*  0,096* 0,098* 0,105a 91,40%  92,63* 9243* 92,15b
Fitase C 1,390*  1,322* 1,239* 1,317 0,098*  0,096* 0,117* 0,104a 92,95%  92,74*  90,56*  92,10b
Fitase D 1,298*  1,343* 1,378* 1,340 0,129*  0,086* 0,103* 0,106a 90,06*  93,60* 92,52*  92,08b
Fitase E° 1,474*  1,384* 1,390* 1,416 0,037*  0,071* 0,052*  0,053¢c 97,49*%  9487*  96,26* 96,21a
Fitase F’ 1,383*  1,550% 1,423* 1,452 0,036*  0,098* 0,089* 0,074b 97,40*  93,68*  93,75* 94,90ab
Média 1,370 1,381 1,358 0,076 0,089 0,091 94,45 93,56 93,26
DCP? 2,518 1,240 50,75
CV (%) 12,48 19,00 4,36
P-valor
Fitase x Ca:Py, NS NS NS
Fitase NS P<0,05 P<0,01
Ca:Pgigp NS NS NS

CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: nao-
significativo (P>0,05). *Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 6,5 g
de calcio/kg de ragdo e 3,0 g de fosforo disponivel/kg de racdo.
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Tabela 6 Balango e retengdo do calcio em frangos de corte, no periodo de 39 a 42 dias de idade, alimentados com ragdes
contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Puigp).

Consumo de célcio (g/ave) Excregéo de calcio (g/ave) Retengdo do calcio (%)

Relacd@o Ca:Pgis, na ragdo Relagdo Ca:Pg, na ragdo Relacdo Ca:Pgis, na ragdo
Fitase'  3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Meédia 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média
Fitase A 1,928* 2,684 3,384* 2,665 1,016* 1,432 1,778 1,409ab 47,32%  46,67* 47,48* 47,16b
Fitase B 2,101* 2,734 3226 2,687 1,120% 1,472 1,724  1,439a 46,68*%  46,14* 46,69%* 46,50b
Fitase C  2,116* 2,669 3,127 2,637 0,969* 1,273* 1,536 1,259bc 54,17*  52,22* 50,80* 52,40a
Fitase D  1,953* 2440 3274 2,555 0,928*  1,165% 1,638  1,244c 52,45%  52,53*% 49,92* 51,63a
FitascE  2,218* 2,687 3,301 2,735 1,109*  1,342* 1,618 1,356bc 50,10%  49,93* 50,80* 50,28a
FitascF  2,080* 2,749 3292 2707 1,120% 1,496 1,846 1,487a 46,23* 4540 43,83 45,15b
Média>* 2,066 2,660 3,267 1,044 1,363 1,690 49,49 48,81 48,25
DCP? 2,777 1,677 39,67
CV (%) 9,30 10,38 5,93
P-valor
Fitase x Ca:Pgjs, NS NS NS
Fitase NS P<0,01 P<0,01
Ca:Pgip P<0,01 P<0,01 NS
CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: néo-
significativo (P>0,05).

*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. 2DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 6,5 g
de calcio/kg de racao e 3,0 g de fosforo disponivel/kg de racdo.

3Efeito da relagdo Ca:Py, da ragdo sobre o consumo de célcio: y = 0,40038x + 0,66267 (R2 =0,9999).

*Efeito da relagdo Ca:Py, da ragdo sobre a excregdo de célcio: y = 0,21547x + 0,28819 (R2 =0,9999).
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receberam racdo suplementada com 1.500 FTU da fitase C, D ou E/kg
aumentaram (P<0,01) o aproveitamento do Ca da dieta em aproximadamente
29,66%, comparado ao observado para os frangos do grupo CP. Por outro lado,
independente do tipo da enzima, o aumento da relagdo Ca:Py, de 3,5:1,0 para
6,5:1,0 aumentou (P<0,01) linearmente o consumo e a excrecao absoluta do Ca.
Em relagdo a DCP, todas as ragdes experimentais do esquema fatorial
proporcionaram melhoria (P<0,05) do coeficiente de retengdo do Ca.

Nao houve (P>0,05) efeito isolado do tipo de fitase e da relacdo Ca:Py;sp
da ragdo, nem interagdo entre esses fatores, para o consumo e excre¢do do N
(APENDICES AL e AM), cujas médias determinadas foram 41,377 g/ave =+
1,456 e 16,882 g/ave + 0,813, respectivamente (Tabela 7). Em contrapartida,
independente da relagdo Ca:Pgis, da ragdo, as fitases D e E melhoraram (P<0,05)
o aproveitamento do N ao passo que a fitase F piorou este pardmetro. Contudo,
todas as ragdes experimentais do esquema fatorial resultaram em coeficiente de
retencdo do N superior (P<0,05) ao observado quando as aves foram alimentadas
com a DCP.

Nao houve (P>0,05) interagdo, nem efeito isolado (P>0,05) do tipo de
fitase e a relagdo Ca:Pgis, da racdo para a EMAn e o CMMS (APENDICE AN),
cujas médias determinadas foram 3.369,7 kcal’kg de racdo £ 51,72 (CV =
3,49%) e 74,85% * 1,05 (CV = 2,43%), respectivamente. Além disso, todas as
dietas experimentais do esquema fatorial proporcionaram resultados semelhantes
(P>0,05) aos observados para os frangos de corte do grupo CP (3.302,6 kcal/kg
de racdo e 73,78% de CMMS).

4. Discussao

Mesmo alterando a relagdo Ca:Py;s, da ragdo de 3,5:1,0 para 6,5:1,0 todas

as fitases microbianas avaliadas mostraram-se eficientes em atuar sobre o fitato



Tabela 7 Balango e retencdo do nitrogénio em frangos de corte, no periodo de 39 a 42 dias de idade, alimentados com
ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pygp).

Consumo de nitrogénio (g/ave) Excrecdo de nitrogénio (g/ave) Retencgéo do nitrogénio (%)

Relagdo Ca:Pg, na ragio Relagdo Ca:Pgig, na ragio Relagdo Ca:Pgig, na ragio
Fitase' 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média 3,50:1,0 5,0:1,0 6,5:1,0 Média
Fitase A 41,517 41,549 42816 40,961 17,324 17,002 17,170 17,165 58,27*  59,07* 59,92*  58,00ab
Fitase B 41,962 39,648 38,918 40,176 17,233 16,291 15,883 16,469 59,05*%  58,69* 59,14* 58,96ab
Fitase C 41,774 42,599 41,302 41,892 16,707 17,136 16,793 16,879 59,93*  59,68* 58,93* 59,5lab
Fitase D 39,005 40,366 41,422 40,265 16,095 15,767 15,963 15,942 58,75*  60,88* 61,47*  60,37a
Fitase E 44310 41,593 41,764 42,556 18,165 16,265 16,409 16,946 59,11*  60,87* 60,64* 60,21a
Fitase F 43,185 41,686 39,365 41,412 18,735 17,844 17,085 17,888 56,56*  57,02* 56,58*  56,72b
Média 41,459 41,240 40,931 17,376 16,718 16,550 58,07 59,37 59,45
DCP? 37,763 18,888 50,19
CV (%) 9,74 10,62 4,65
P-valor
Fitase x Ca:Py, NS NS NS
Fitase NS NS P<0,05
Ca:Pgigp NS NS NS

CV: coeficiente de variagdo. Letras diferentes na coluna diferem entre si (P<0,05) pelo teste de Student-Newman-Keuls. NS: nao-
significativo (P>0,05).

*Difere da dieta controle positivo pelo teste de Dunnett.

'1.500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kg de ragdo. “DCP: dieta controle positivo, sem fitase suplementar, formulada com 6,5 g de
calcio/kg de ragdo e 3,0 g de fosforo disponivel/kg de ragao.
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da dieta liberando Pg em quantidade suficiente para que ele pudesse ser utilizado
pelo tecido dsseo sem causar prejuizo na deposicdo de P na tibia dos frangos de
corte, o que provavelmente ocorreria na auséncia da suplementacdo da ragdo
com fitase ja que nenhuma fonte de P inorganico foi incluida nestas ragdes que
foram formuladas com apenas 1,0 g de Py /kg. Além disso, os teores 0sseos de
Ca e cinzas ndo foram reduzidos pela maior relagdo Ca:Py;, avaliada reforgando
a hipotese de que o maior teor de Ca na ragdo ndo comprometeu a eficacia
catalitica das fitases. Esses resultados contrariam o reportado por Shoulten et al.
(2002) que relataram que elevados alta relagdo Ca:P na ragdo normalmente
reduzem a atividade da fitase pela maior taxa de formacao do complexo fitato de
calcio no trato digestorio das aves, o qual apresenta resisténcia a hidrolise
enzimatica.

Os teores de cinzas na tibia determinados neste trabalho ndo puderam
ser correlacionados a deposi¢do 6ssea do Ca e P, pois a ragdo contendo relagdo
Ca:Pgis, de 6,5:1,0 ndo causou correspondente aumento na deposi¢do destes
minerais. Portanto, ¢ importante conduzir novos experimentos a fim de avaliar
outros elementos que também participam da formagdo 6ssea como, por exemplo,
o Mg, potassio, fluor, zinco, s6dio e até mesmo o cobre (Rath et al., 2000;
Santos et al., 2008).

O teor médio de P plasmatico determinado nas aves alimentadas com a
ragao contendo a fitase C foi inferior (7,04 mg/dL) ao reportado por Liu et al.
(2010) para a mesma fitase (7,41 mg/dL), todavia, a dieta avaliada neste
trabalho foi formulada com menor nivel de P (1,0 g versus 2,8 g de Pgn/kg de
racdo) o que pode justificar a menor concentragdo circulante de P.

Segundo Ansar et al. (2004), a concentragao de P no plasma das aves
diminui @ medida que a relagdo Ca:Py;,, da dieta aumenta, entretanto, isto néo foi
observado neste trabalho que avaliou frangos de corte na fase final de criagdo

(35 a 42 dias de idade).
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Nenhuma das ragdes contendo diferentes relacdo Ca:Pgis, suplementadas
com as distintas fitases avaliadas alteraram a concentragdo de Ca no plasma,
comparado ao nivel determinado para as aves do grupo CP. Isso pode ser
explicado pelo eficiente mecanismo de controle da homeostase do Ca pelo
organismo que procura manter limites estreitos da calcemia (McDowell, 1992).
Assim, em casos de deficiéncia de Ca, o organismo induz um aumento na
absorcdo intestinal deste mineral acompanhada da redugdo na sua excrecao pelos
rins além de mobilizar, caso necessario, parte do Ca armazenado no 0sso para
outros tecidos através da corrente sanguinea. Por outro lado, em situacdo de
excesso de Ca, sua absorcdo intestinal ¢ reduzida pela saturag@o das proteinas de
membrana transportadoras de Ca associado ao aumento na sua excregdo
(Maiorka and Macari, 2002).

Independente da relagdo Ca:Py, da ragao, apenas a fitase D foi capaz de
aumentar simultaneamente os niveis sanguineos do P e Mg, corroborando com
Han et al. (2009) que relataram que distintas fitases microbianas podem
apresentar diferente eficiéncia catalitica numa mesma situagao. Essa melhoria na
absor¢do do Mg, baseada na elevacdo do seu nivel no plasma, pode ser
justificada pela acdo da fitase sobre o fitato diminuindo sua capacidade de
complexar-se com minerais catidonicos como, por exemplo, o Mg (Selle et al.,
2009).

A conversdo alimentar das aves nao foi alterada pelo tipo de fitase
suplementada na ra¢do porque, de modo geral, o aumento do ganho de peso foi
resultado do maior consumo de ragdo. Para todas as fitases e relagoes Ca:Pgis,
avaliadas, verificou-se que ¢ possivel reduzir o teor de Py, da dieta para 1,0
g/kg sem prejudicar o desempenho dos frangos de corte no periodo de 35 a 42
dias de idade, ao incluir 1.500 FTU/kg de ragdo. Este resultado ¢ importante,
pois representa a possibilidade de se utilizar ragdo a base de milho e farelo de

soja sem a inclus@o de qualquer fonte de P inorgénico.
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A manutenc¢do do desempenho das aves observada neste trabalho pode
ser justificada pela melhora no aproveitamento do Pg promovida pelo uso de
qualquer uma das fitases avaliadas. Considerando que o teor médio de Pg
determinado na ragdo foi de 2,02 g/kg e que seu coeficiente de retengdo médio
foi de 92,74%, conclui-se que a fitase liberou 1,87 g de P/kg de racdo, os quais
somados ao fornecido pelo milho e farelo de soja (1,0 g de Pg/kg de ragdo)
representam um total de 2,87 g de P/kg de ragdo, indicando que esse nivel foi
suficiente para atender a exigéncia de P das aves. Segundo Rostagno et al.
(2011) a exigéncia de P para frangos de corte machos de desempenho médio de
34 a 42 dias de idade ¢ de 2,98 g de P/kg de ragdo, todavia, de acordo Slominski
(2011) ¢é provavel que a exigéncia de P para frangos de corte estabelecida
atualmente esteja superestimada.

Os coeficientes de retencao do P total, Ca e N foram influenciados pelo
tipo de fitase, reforcando a consideragdo anteriormente relatada de que distintas
fitases microbianas podem apresentar diferentes estruturas e variadas
propriedades fisico-quimicas e cataliticas (Mullaney and Ullah, 2003) o que,
consequentemente, pode acarretar em diferentes resultados quando adicionadas
nas ragdes de frangos de corte. Apesar disso, de modo geral, a suplementagdo da
ragdo com as fitases A, B, C, D ou E, para as trés relagdo Ca:Py;, avaliadas, e
também a suplementagdo da ragdo formulada com relacdo Ca:Pgis, de 3,5:1,0
com a fitase F melhoraram o aproveitamento do P total, Ca e N, em relagdo a
DCP.

Por fim, verificou-se que a suplementagdo da dieta com fitase ndo
alterou os valores da EMAn ¢ o CMMS da ra¢des, corroborando com os
resultados de Gomide et al. (2012) obtidos para frangos de corte de 22 a 35 dias
de idade ¢ também, assemelhando-se ao observado para frangos de corte de 22 a

33 dias de idade (artigo 3 desta Tese).
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5. Conclusdes

No periodo de 35 a 42 dias de idade, é possivel reduzir o teor de fosforo
disponivel da ragdo de frangos de corte para 1,0 g/kg, ao suplementa-la com
1.500 unidades de atividade das fitases A, B, C, D ou E/kg, devendo-se fixar o
nivel de calcio em 6,5 g/kg para manter o desempenho e otimizar a
mineralizagdo Osseas das aves, além de melhorar o coeficiente de retengdo do
calcio, fosforo fitico, fosforo total e nitrogénio e diminuir a excre¢do de fosforo

no ambiente.

Agradecimentos

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), a Fundacao de Amparo a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e ao
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Ciéncia Animal (INCT-CA) pelo
apoio financeiro. As empresas DSM, Nutron e ABVista pelo fornecimento das

fitases.

Referéncias

Ansar, M., Khan, S.A., Chaudhary, Z.1., Mian, N.A., Tipu, M.Y., Rai, M.F.
2004. Effects of high dietary calcium and low phosphorus on urinary
system of broiler chicks. Pak Vet J, 24, 113-116.

Association of Official Analytical Chemists — International [AOAC]. 2005.
Official Methods of Analysis. 18ed. AOAC, Gaithersburg, MD, USA.

Engelen, A.J., Van der Heeft, F.C., Randsdorp, P.H.G., Smit, E.L.C. 1994.
Simple and rapid determination of phytase activity. J] AOAC Int., 77, 760-
764.

Gomide, E.M., Rodrigues, P.B., Naves, L. de P., Bernardino, V.M.P., Santos,
L.M. dos, Garcia, A.A.P. 2012. Diets with reduced levels of nutrients
supplemented with phytase and amino acids for broilers. Ciénc. agrotec., 36,
100-107.



122

Han, J.C., Yang, X.D., Qu, H.X., Xu, M., Zhang, T., Li, W.L., Yao, J.H., Liu,
Y.R., Shi, B.J., Zhou, J.F., Feng, X.Y. 2009. Evaluation of equivalency
values of microbial phytase to inorganic phosphorus in 22 to 42 day old
broilers. J. Appl. Poultry Res., 18, 707-715.

Liu, N., Ru, Y.J., Li, F.D. 2010. Effect of dietary phytate and phytase on
metabolic change of blood and intestinal mucosa in chickens. J Anim
Physiol Anim Nutr, 94, 368-374.

Maiorka, A.; Macari, M. Absorption of minerals. In: Macari, M.; Furlan, R.L.;
Gonzales, E. Avian physiology applied to broilers. 2nd ed.
Jaboticabal:FUNEP. 2002,167—-173.

Matterson, L.D., Potter, L.M., Stutz, M.W., Singsen, E.P. 1965. The
metabolizable energy of feed ingredients for chickens. (Research Report, 7).
University of Connecticut, p. 11.

McDowell, L.R. Calcium and phosphorous. In: McDowell, L.R. Minerals in
animal nutrition.1992. 26-73.

Mongin, P. 1981. Recent advances in dietary anion-cation balance: application
in poultry. Proc Nutr Soc, 40, 285-294.

Mullaney, E.J., Ullah, A.H.J. 2003. The term phytase comprises several different
classes of enzymes. Biochem. Biophys. Res. Commun., 312, 179-184.

Rath, N.C., Huff, W.E., Balog, J.M. 2000. Factors regulating bone maturity and

strength in poultry. Poult Sci, 79, 1024-1032.

Rodrigues, P.B., Martinez, R.S., Freitas, R.T.F., Bertechini, A.G., Fialho, E.T.,
2005. Effect of collection time and methodologies on the digestibility and
energy value of poultry diets. Rev. Bras. Zootec. 34, 882—889.

Rostagno, H.S., Albino, L.F.T., Donzele, J.L., Gomes, P.C., Oliveira, R.F. de,
Lopes, D.C., Ferreira, A.S., Barreto, S.L. de T. Euclides, R.F. 2011. Brazilian
Tables for Poultry and Swine: Composition of Feedstuffs and Nutritional
Requirements, 3ed. Federal University of Vigosa, Vigosa, p. 252.

Santos, F.R., Hruby, M., Pierson, E.E.M., Remus, J.C., Sakomura, N.K. 2008.
Effect of phytase supplementation in diets on nutrient digestibility and
performance in broiler chicks. J. Appl. Poultry Res., 17, 191-201.

SAS Institute, 2004. System for Microsoft Windows, version 9.1, Cary, NC.

Schoulten, N.A., Teixeira, A.S., Bertechini, A.G., Freitas, R.T.F. de, Conte, A.J.,
Silva, H.O. 2002. Effect of the levels of calcium on the uptake of minerals in
starter diets for broiler chickens suplemented with phytase. Ciénc. agrotec.,
26, 1313-1321.

Selle, P.H., Cowieson, A.J., Ravindran, V. 2009. Consequences of calcium
interactions with phytate and phytase for poultry and pigs. Livest Sci, 124,
126-141.

Slominski, B.A. 2011. Recent advances in research on enzymes for poultry diets.
Poul Sci, 90, 2013-2023.



APENDICES

APENDICE A — Resumo da analise de variancia do consumo de fosforo fitico por frangos de corte machos e fémeas
alimentados com rag¢des deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase, utilizando-
se a metodologia colorimétrica e a propor¢do de extracdo de 1:20 (m:v) para a determinag@o do teor de fosforo fitico

nas ragdes e excretas.

Fonte de variagdo Grau de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F PROB
Ragdo 4 0,0468 0,0117 2,70 NS
Sexo 1 0,1786 0,1786 41,23 P<0,01
Racgdo x Sexo 4 0,0025 0,0006 0,14 NS
Erro 20 0,0867 0,0043

Coeficiente de variacao (%)

4,84

NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE B — Resumo da analise de variancia da excre¢io e coeficiente de hidrolise do fosforo fitico por frangos de
corte machos e fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis
crescentes de fitase, utilizando-se a metodologia colorimétrica e a propor¢do de extracdo de 1:20 (m:v) para a
determinacdo do teor de fosforo fitico nas ragdes e excretas.

Excrecdo Coeficiente de hidrdlise
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Ragao 4 1,6319 0,4080 71,11 P<0,01 8142,71 2035,68 61,94 P<0,01
Ragdes com NCF' 3 0,2355 0,0785 13,68 P<0,01 1330,77 443,59 13,50 P<0,01
1° grau 1 0,2051 0,2051 35,75 P<0,01 1113,25 1113,25 33,87 P<0,01
2°grau 1 0,0209 0,0209 3,65 NS 183,60 183,60 5,59 P<0,05
3%grau 1 0,0094 0,0094 1,64 NS 33,92 33,92 1,03 NS
Ragio controle positivo 1 1,3964 1,3964 243,39 P<0,01 6811,94 6811,94 207,28 P<0,01
Sexo 1 0,0124 0,0124 2,16 NS 0,0087  0,0087 0,00 NS
Ragao x Sexo 4 0,0653 0,0163 2,84 NS 346,38 86,60 2,64 NS
Erro 20 0,1148 0,0057 657,27 32,86
Coeficiente de variacdo (%) 20,89 7,80

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
'Ragdes com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragio.
’Ragdo controle positivo, sem fitase, formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragio.
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APENDICE C — Resumo da anélise de variancia do consumo de fosforo fitico por frangos de corte machos e fémeas
alimentados com rac¢des deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase, utilizando-
se a metodologia colorimétrica e a propor¢ao de extracdo de 3:20 (m:v) para a determinag@o do teor de fosforo fitico

nas ragoes e excretas.

Fonte de variacio Grau de liberdade  Soma dos quadrados  Quadrado médio F PROB
Ragdo 4 0,000371 0,000093 3,44 P<0,05
Ragdes com NCF' 3 0,000297 0,000099 3,68 P<0,05
1° grau 1 0,000005 0,000005 0,18 NS
2% grau 1 0,000289 0,000289 10,72 P<0,01
3°grau 1 0,000003 0,000003 0,13 NS
Racdo controle positivo2 1 0,000074 0,000074 2,74 NS
Sexo 1 0,001130 0,001130 41,97 P<0,01
Ragdo x Sexo 4 0,000015 0,000004 0,14 NS
Erro 20 0,000539 0,000027
Coeficiente de variacdo (%) 4,82

NS: ndo significativo (P>0,05).

'Ragdes com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragao.

*Ragdo controle positivo, sem fitase, formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragio.
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APENDICE D — Resumo da anélise de variancia da excregdo e coeficiente de hidrélise do fosforo fitico por frangos de
corte machos e fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis
crescentes de fitase, utilizando-se a metodologia colorimétrica e a propor¢do de extracdo de 3:20 (m:v) para a
determinacdo do teor de fosforo fitico nas ragdes e excretas.

Excregdo Coeficiente de hidrolise

Fonte de variagdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Ragdo 4 0,0223 0,0056 224,67 P<0,01 17824,99 4456,25 202,24 P<0,01
Sexo 1 0,0009 0,0009 35,92 P<0,01 283,77 283,77 12,88 P<0,01
Ragdo x Sexo' 4 0,0009 0,0002 8,72  P<0,01 829,49 207,37 9,41  P<0,01
Efeito do NF? para machos 3 0,0019 0,0006 25,41 P<0,01 1476,82 492,27 22,34 P<0,01

1° grau 1 0,0013 0,0013 53,29 P<0,01 1052,36  1052,36 47,76  P<0,01

2%grau 1 0,00001  0,00001 0,39 NS 30,76 30,76 1,40 NS

3° grau 1 0,0006 0,0006 22,56 P<0,01 393,70 393,69 17,87 P<0,01
Efeito do NF? para fémeas 3 0,0001  0,000036 1,14 NS 140,04 46,68 2,12 NS
Efeito do sexo para 0 FTU 1 0,0006 0,0006 25,15 P<0,01 356,32 356,32 16,17 P<0,01
Efeito do sexo para 750 FTU 1 0,0011 0,0011 44,03 P<0,01 680,54 680,54 30,89 P<0,01
Efeito do sexo para 1.500 FTU 1 0,00004  0,00004 1,44 NS 3,5228 3,52 0,16 NS
Efeito do sexo para 2.250 FTU 1 0,000004 0,000004 0,15 NS 0,4375 0,4375 0,02 NS
Erro 20 0,0005  0,000025 440,69 22,03
Coeficiente de variacdo (%) 12,52 7,38

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

'0s desdobramentos das fontes de variagio (efeito do nivel de fitase dentro de cada sexo e vice-versa) foram realizados
paras as dietas formuladas com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de racdo, excluindo-se neste momento da andlise o efeito
da rag@o controle positivo (contendo 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragdo, sem fitase).

*NF: nivel de fitase.
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APENDICE E — Resumo da anélise de variancia do consumo e coeficiente de hidrélise do fosforo fitico por frangos de
corte machos e fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis
crescentes de fitase, utilizando-se a metodologia HPLC-IR' e a propor¢io de extragio de 3:20 (m:v) para a
determinacdo do teor de fosforo fitico nas ragdes e excretas.

Consumo Coeficiente de hidrolise
Fonte de variacio GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Racdo 4 0,001282 0,000320 4,46 P<0,01 224528,35 56132,09 13,43 P<0,01
Racdes com NCF? 3 0,000792 0,000264 3,67 P<0,05 136775,12  45591,71 10,91 P<0,01
1° grau 1 0,000013 0,000013 0,18 NS 118845,35 11884535 28,44 P<0,01
2% grau 1 0,000770 0,000770 10,71 P<0,01 11702,08 11702,08 2,80 NS
3%grau 1 0,000009 0,000009 0,13 NS 6227,70 6227,70 1,49 NS
Ragdo controle positivo® 1 0,000490 0,000490 6,81 P<0,05 87753,22  87753,22 21,00 P<0,01
Sexo 1 0,003035 0,003035 4221 P<0,01 2208,37 2208,37 0,53 NS
Racdo x Sexo 4 0,000037 0,000009 0,13 NS 42719,86  10679,96 2,56 NS
Erro 20 0,001438 0,000072 83581,67 4179,08
Coeficiente de variacao 4,80 -22,41
(%)

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
"HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragao.

Ragdes com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de ragdo.
*Ragdo controle positivo, sem fitase, formulada com 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragio.
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APENDICE F — Resumo da analise de varidncia da excre¢io de fosforo fitico por frangos de corte machos e fémeas
alimentados com rac¢des deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase, utilizando-
se a metodologia cromatografica HPLC-IR' e a proporgio de extragdo de 3:20 (m:v) para a determinagdo do teor de
fosforo fitico nas ragdes e excretas.

Fonte de variacdo Grau de liberdade  Soma dos quadrados  Quadrado médio F PROB
Ragao 4 0,7815 0,1954 18,01 P<0,01
Sexo 1 0,0877 0,0877 8,08 P<0,05
Racdo x Sexo’ 4 0,1247 0,0312 2,87 P<0,05
Efeito do nivel de fitase para machos 3 0,2101 0,0700 6,45 P<0,01
1° grau 1 0,1586 0,1586 14,61 P<0,01
2% grau 1 0,0109 0,0109 1,01 NS
3%grau 1 0,0406 0,0406 3,74 NS
Efeito do nivel de fitase para fémeas 3 0,2485 0,0828 7,63 P<0,01
12 grau 1 0,2074 0,2074 19,11 P<0,01
2%grau 1 0,0400 0,0400 3,69 NS
3°grau 1 0,0011 0,0011 0,10 NS
Efeito do sexo para 0 FTU 1 0,0007 0,0007 0,07 NS
Efeito do sexo para 750 FTU 1 0,1347 0,1347 12,41 P<0,01
Efeito do sexo para 1.500 FTU 1 0,0506 0,0506 4,66 P<0,01
Efeito do sexo para 2.250 FTU 1 0,0181 0,0181 1,67 NS
Erro 20 0,217005 0,010850
Coeficiente de variagdo (%) 15,14

"HPLC: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de indice de refragdo. NS: ndo significativo (P>0,05).

?0Os desdobramentos das fontes de variacdo (efeito do nivel de fitase dentro de cada sexo e vice-versa) foram realizados
paras as dietas formuladas com 2,13 g de fosforo disponivel/kg de racdo, excluindo-se neste momento da andlise o efeito
da rag@o controle positivo (contendo 4,26 g de fosforo disponivel/kg de ragdo, sem fitase).
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APENDICE G — Resumo da analise de variancia do consumo de ra¢io e ganho de peso de frangos de corte machos e
fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase.

Consumo de ragdo Ganho de peso
Fonte de variacao GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Ragédo 4 5121,87 1280,47 3,16 P<0,05 18067,67  4516,92 8,50 P<0,01
Ragdes com NCF' 3 4830,46 1610,15 3,97 P<0,05 8166,83 2722,28 5,13 P<0,01
1° grau 1 106,41 106,41 0,26 NS 3040,13 3040,13 5,72 P<0,05
2° grau 1 3876,04 3876,04 9,55  P<0,01 4482,67 4482,67 8,44 P<0,01
3°grau 1 848,01 848,01 2,09 NS 644,03 644,03 1,21 NS
Ragio CP? 1 291,41 291,41 0,72 NS 9900,83 9900,83 18,64 P<0,01
Sexo 1 149389,63 149389,63 368,17 P<0,01 137769,63 137769,63 259,39 P<0,01
Ragdo x Sexo 4 680,53 170,13 0,42 NS 1447,53 361,88 0,68 NS
Erro 20 8115,33 405,77 10622,67 531,13
Coeficiente de 1,39 2,41

variacdo (%)

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

1Rag(”)es com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 0,213% de fosforo disponivel.
2Ra(;ﬁlo controle positivo (CP), sem fitase, formulada com 0,426% de fosforo disponivel.
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APENDICE H — Resumo da analise de variancia da conversdo alimentar e do teor de cinzas na tibia de frangos de corte
machos e fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de

fitase.
Conversdo alimentar Cinzas na tibia
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Racao 4 0,0305 0,0076 6,88 P<0,01 5791 14,48 20,06 P<0,01
Racdes com NCF! 3 0,0127 0,0042 3,82 P<0,05 40,94 13,65 18,91 P<0,01
12 grau 1 0,0107 0,0107 9,67 P<0,01 3576 35,76 49,54 P<0,01
2% grau 1 0,0019 0,0019 1,73 NS 2,52 2,52 3,49 NS
3°grau 1 0,0001 0,0001 0,06 NS 2,67 2,67 3,70 NS
Racdo controle positivo2 1 0,0178 0,0178 16,06 P<0,01 16,97 16,97 23,51 P<0,01
Sexo 1 0,0328 0,0328 29,61 P<0,01 0,2038 0,2038 0,28 NS
Racdo x Sexo 4 0,0026 0,0007 0,59 NS 4,0799 11,0200 1,41 NS
Erro 20 0,0222 0,0011 14,44 0,7218
Coeficiente de variacdo (%) 2,20 1,68

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
1Rag(”)es com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 0,213% de fosforo disponivel.

2Ra(;Elo controle positivo, sem fitase, formulada com 0,426% de fosforo disponivel.
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APENDICE I — Resumo da analise de variancia do consumo de calcio e fosforo total de frangos de corte machos e
fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase.

Consumo de calcio

Consumo de fosforo total

Fonte de variagao GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Ragao 4 0,2181 0,0545 7,17 P<0,01 4,6274 1,1568 156,40 P<0,01
Ragdes com NCF' 3 0,1382  0,0461 6,05 P<0,01 0,0792 0,0264 3,57 P<0,05
12 grau 1 0,0107 0,0107 1,41 NS 0,0061 0,0061 0,83 NS
2% grau 1 0,1275 0,1275 16,75 P<0,01 0,0683 0,0683 9,23 P<0,01
3°grau 1 0,00003 0,00003 0,00 NS 0,0048 0,0048 0,65 NS
Racdo controle positivo2 1 0,0799 0,0799 10,50 P<0,01 4,5482 4,5482 614,92 P<0,01
Sexo 1 1,3526  1,3526 177,73 P<0,01 0,3779 0,3779 51,09 P<0,01
Ragao x Sexo 4 0,0161 0,0040 0,53 NS 0,0060 0,0015 0,20 NS
Erro 20 0,1522  0,0076 0,1479 0,0074
Coeficiente de variagdo (%) 2,42 4,29

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
1Rag(”)es com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 0,213% de fosforo disponivel.

?Ragido controle positivo, sem fitase, formulada com 0,426% de fosforo disponivel.
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APENDICE J — Resumo da anélise de varidncia da excregdo de calcio e fosforo total de frangos de corte machos e
fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de fitase.

Excregao de calcio

Excregdo de fosforo total

Fonte de variacao GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Ragao 4 0,4596 0,1149 15,06 P<0,01 2,8947  0,7237 639,92 P<0,01
Ragdes com NCF' 3 0,3311 0,1104 14,47 P<0,01 0,0935 0,0312 27,57 P<0,01
12 grau 1 0,3172 0,3172 41,58 P<0,01 0,0893  0,0893 78,99  P<0,01
2% grau 1 0,0126 0,0126 1,65 NS 0,00003 0,00003 0,03 NS
3°grau 1 0,0013 0,0013 0,17 NS 0,0042  0,0042 3,69 NS
Racdo controle positivo2 1 0,1284 0,1284 16,84 P<0,01 2,8011  2,8011 2476,98 P<0,01
Sexo 1 0,2928 0,2928 38,39 P<0,01 0,0141  0,0141 12,49  P<0,01
Ragdo x Sexo 4 0,0501 0,0125 1,64 NS 0,0043  0,0011 0,96 NS
Erro 20 0,1526 0,0076 0,0226  0,0011
Coeficiente de variagdo (%) 4,42 3,77

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

1Rag(”)es com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 0,213% de fosforo disponivel.

?Ragido controle positivo, sem fitase, formulada com 0,426% de fosforo disponivel.
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APENDICE K — Resumo da anélise de variancia do coeficiente de retengdo do calcio e fosforo total de frangos de corte
machos e fémeas alimentados com ragdes deficientes em fosforo disponivel suplementadas com niveis crescentes de

fitase.
Coeficiente de retencao do calcio Coeficiente de retencao do fosforo
total
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Ragdo 4 510,23 127,56 21,47 P<0,01 1233,47 308,37 125,86 P<0,01
Ragdes com NCF! 3 311,65 103,88 17,48 P<0,01 351,75 117,25 47,86 P<0,01
1° grau 1 301,12 301,12 50,67 P<0,01 265,82 265,82 108,49 P<0,01
2% grau 1 9,7155 9,7155 1,63 NS 25,01 25,01 10,21 P<0,01
3%grau 1 0,8118 0,8118 0,14 NS 60,92 60,92 24,86 P<0,01
Ragdo controle positivo® 1 198,58 198,58 33,42 P<0,01 881,73 881,73 359,88 P<0,01
Sexo 1 12,6620 12,6620 2,13 NS 56,12 56,12 22,90 P<0,01
Ragéo x Sexo 4 11,1936  2,7984 0,47 NS 23,75  5,9368 2,42 NS
Erro 20 118,85  5,9425 49,00 2,4500
Coeficiente de variacdo (%) 5,42 2,76

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
'Ragdes com niveis crescentes de fitase (NCF), formuladas com 0,213% de fosforo disponivel.
2Rag:ﬁo controle positivo, sem fitase, formulada com 0,426% de fosforo disponivel.
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APENDICE L — Resumo da anélise de variancia do teor de cinzas na tibia de frangos de corte aos 33 dias de idade,
alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo calcio:fésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Fonte de variagao Grau de liberdade  Soma dos quadrados  Quadrado médio F PROB
Fitase 5 23,5585 4,7117 2,12 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 5,0304 2,5152 1,13 NS
Fitase x Relag¢ao Ca:Pdisp 10 12,2854 1,2285 0,55 NS
Controle x fatorial 1 0,0181 0,0181 0,01 NS
Erro 57 126,4716 2,2188

Coeficiente de variagdo (%) 3,11

NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE M — Resumo da anélise de variancia dos teores de fosforo e calcio na tibia de frangos de corte aos 33 dias de
idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Fosforo na tibia Calcio na tibia
Fonte de variagdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,4918 0,0984 1,06 NS 12,1310 2,4262 3,82 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0183 0,0092 0,10 NS 0,4171  0,2086 0,33 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 1,0974 0,1097 1,19 NS 9,6528  0,9653 1,52 NS
Controle x fatorial 1 0,2589 10,2589 2,80 NS 0,0098  0,0098 0,02 NS
Erro 57 5,2725 0,0925 36,1779 0,6347
Coeficiente de variagdo (%) 3,45 4,14

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE N — Resumo da anélise de variancia dos teores de fosforo e célcio no plasma de frangos de corte aos 33 dias
de idade, alimentados com rag¢des contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fosforo no plasma Calcio no plasma
Fonte de variagcao GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 14,4864 2,8973 15,80 P<0,01 5,4591 11,0918 2,60 P<0,05
Relagdo Ca:Pdisp 2 1,8982 0,9491 5,18 P<0,01 4,0428 2,0214 4,81 P<0,05
1° grau 1 1,8877 1,8877 10,29 P<0,01 4,0350 4,0350 9,60 P<0,01
2° grau 1 0,0105 0,0105 0,06 NS 0,0077 0,0077 0,02 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 1,9296  0,1930 1,05 NS 2,9477 0,2948 0,70 NS
Controle x fatorial 1 7,7661  7,7661 42,35 P<0,01 0,4415 04415 1,05 NS
Erro 57 10,4538 0,1834 23,9685 0,4205
Coeficiente de variacdo (%) 6,56 6,83

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE O — Resumo da analise de variancia do teor de magnésio no plasma de frangos de corte aos 33 dias de idade,
alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fonte de variagio Grau de liberdade  Soma dos quadrados  Quadrado médio F PROB
Fitase 5 0,0807 0,0161 1,00 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0042 0,0021 0,13 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,0532 0,0053 0,33 NS
Controle x fatorial 1 0,0081 0,0081 0,50 NS
Erro 57 0,9177 0,0161

Coeficiente de variac¢do (%) 6,23

NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE P — Resumo da analise de variancia do consumo de ragio de frangos de corte, no periodo de 22 a 33 dias de
idade, alimentados com rac¢des contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo célcio:fésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Fonte de variacao GL SQ QM F PROB
Fitase 5 0,0449 0,0090 2,01 NS
Relagdo Ca:Pdisp (RCa:P) 2 0,0029 0,0015 0,33 NS
Fitase x Relag¢do Ca:Pdisp 10 0,0828 0,0083 1,86 NS
Controle x fatorial 1 0,0135 0,0135 3,03 NS
Erro 57 0,2565 0,0045

Coeficiente de variac¢do (%) 4,16

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE Q — Resumo da analise de variancia do ganho de peso e conversio alimentar de frangos de corte de 22 a 33
dias de idade, alimentados com rag¢des contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Ganho de peso Conversao alimentar
Fonte de variacio GL SQ QM F  PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,0319 0,0064 2,14 NS 0,0143 10,0029 0,69 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0059 0,0029 0,99 NS 0,0093 0,0046 1,13 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,0567 0,0057 1,90 NS 0,0496 10,0050 1,20 NS
Controle x fatorial 1 0,0001 0,0001 0,04 NS 0,0110 0,0110 2,66 NS
Erro 57 0,1710 0,0030 0,2337 0,0041
Coeficiente de variac¢do (%) 5,83 3,74

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE R — Resumo da analise de varidncia do consumo e excregdo de fosforo fitico por frangos de corte de 30 a 33
dias de idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Consumo de fosforo fitico Excrecdo de fosforo fitico
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,0254 0,0051 1,44 NS 0,0050 0,0010 1,74 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0009 0,0004 0,12 NS 0,0016 0,0008 1,42 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,0363  0,0036 1,03 NS 0,0049 0,0005 0,86 NS
Controle x fatorial 1 0,0081 0,0081 2,29 NS 0,0321 0,0321 56,35 P<0,01
Erro 57 0,1995  0,0035 0,0342 0,0006
Coeficiente de variacdo (%) 6,28 14,15

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE S — Resumo da analise de varidncia da retengdo do fosforo fitico por frangos de corte de 30 a 33 dias de
idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fonte de variacdo Grau de liberdade  Soma dos quadrados  Quadrado médio F PROB
Fitase 5 46,50 9,30 1,57 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 20,15 10,08 1,70 NS
Fitase x Relag¢ao Ca:Pdisp 10 52,07 5,21 0,88 NS
Controle x fatorial 1 405,50 405,50 68,53 P<0,01
Erro 57 337,44 5,92

Coeficiente de variacdo (%) 2,63

NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE T — Resumo da analise de variancia do consumo e excregdo do fosforo total por frangos de corte de 30 a 33
dias de idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel

(Ca:Pdisp).
Consumo de fosforo total Excrecao de fosforo total

Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,0444 0,0089 0,99 NS 0,0488 0,0098 4,50 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0030 0,0015 0,17 NS 0,0658 0,0329 15,16 P<0,01

1° grau 1 0,0653 0,0653 30,10 P<0,01

2% grau 1 0,0005 0,0005 0,21 NS
Fitase x Relag@o Ca:Pdisp 10 0,1136 0,0114 1,27 NS 0,0271 0,0027 1,25 NS
Controle x fatorial 1 0,8674 0,8674 97,11 P<0,01 1,2430 11,2430 573,12 P<0,01
Erro 57 0,5073 0,0089 0,1254 0,0022
Coeficiente de variacdo (%) 6,38 10,41

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE U — Resumo da analise de variancia do coeficiente de retencio do
fosforo total por frangos de corte, no periodo de 30 a 33 dias de idade,
alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes
relagdo célcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fonte de variagdo GL SQ QM F PROB
Fitase 5 170,40 34,08 5,47 P<0,01
Relacdo Ca:Pdisp (RCa:P) 2 370,47 185,24 29,71 P<0,01
Fitase x Relagao Ca:Pdisp 10 242,44 24,24 3,80  P<0,01
Efeito da RCa:P para a fitase A 2 4235 21,18 3,40 P<0,05
1° grau 1 42,30 42,30 6,78  P<0,05
2% grau 1 0,05 0,05 0,01 NS
Efeito da RCa:P para a fitase B 2 5,45 2,72 0,44 NS
Efeito da RCa:P para a fitase C 2 129,60 64,80 10,39 P<0,01
1° grau 1 111,75 111,75 17,93 P<0,01
2% grau 1 17,85 17,85 2,86 NS
Efeito da RCa:P para a fitase D 2 164,25 82,13 13,17 P<0,01
1° grau 1 128,73 128,73 20,65 P<0,01
2% grau | 35,53 35,53 5,70  P<0,05
Efeito da RCa:P para a fitase E 2 232,54 116,27 18,65 P<0,01
1° grau 1 21090 210,90 33,83 P<0,01
2% grau 1 21,64 21,64 3,47 NS
Efeito da RCa:P para a fitase F 2 38,71 19,36 3,10 NS
Efeito da fitase para RCa:P = 4,5 5 82,56 16,51 2,65 P<0,05
Efeito da fitase para RCa:P = 6,0 5 169,19 33,84 5,43  P<0,01
Efeito da fitase para RCa:P =7,5 5 161,09 32,22 5,17 P<0,01
Controle x fatorial 1 2157,32 2157,32 346,04 P<0,01
Erro 57 355,11 6,23
Coeficiente de variacdo (%) 3,67

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo

significativo (P>0,05).



APENDICE V — Resumo da analise de variancia do consumo e excregdo de calcio por frangos de corte, no periodo de 30
a 33 dias de idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relacdo calcio:foésforo

disponivel (Ca:Pdisp).
Consumo de calcio Excrecdo de calcio

Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,3282  0,0656 1,29 NS 1,1682 10,2336 11,86 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp 20,0865 10,0433 196,84 P<0,01 39177 11,9589 99,40 P<0,01

1° grau 1 19,6736 19,6736 385,58 P<0,01 3,7936 3,7936 192,50 P<0,01

2% grau 1 0,4129  0,4129 8,09 P<0,01 0,1241 0,1241 6,30  P<0,05
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,7135 0,0713 1,40 NS 0,2244 0,0224 1,14 NS
Controle x fatorial 1 0,6090  0,6090 11,94 P<0,01 2,8672 28672 145,49 P<0,01
Erro 57 2,9070  0,0510 1,1229 0,0197
Coeficiente de variacdo (%) 5,86 9,95

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE W — Resumo da analise de variancia do coeficiente de retengio do calcio por frangos de corte, no periodo de
30 a 33 dias de idade, alimentados com rag¢des contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo
calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fonte de variag¢do GL SQ QM F PROB
Fitase 5 614,31 122,86 13,25 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp (RCa:P) 2 132,64 66,32 7,15 P<0,01
Fitase x Relag¢ao Ca:Pdisp 10 233,84 23,38 2,52 P<0,05
Efeito da RCa:P para a fitase A 2 3,0063 1,5032 0,16 NS
Efeito da RCa:P para a fitase B 2 296,35 148,17 15,98 P<0,01
1° grau 1 247,35 247,35 26,68 P<0,01
2% grau 1 49,00 49,00 5,28 P<0,05
Efeito da RCa:P para a fitase C 2 34,97 17,49 1,89 NS
Efeito da RCa:P para a fitase D 2 7,1821 3,5911 0,39 NS
Efeito da RCa:P para a fitase E 2 3,4359 1,7180 0,19 NS
Efeito da RCa:P para a fitase F 2 21,53 10,77 1,16 NS
Efeito da fitase para RCa:P =4,5 5 249,22 49,84 5,38 P<0,01
Efeito da fitase para RCa:P = 6,0 5 260,00 52,00 5,61 P<0,01
Efeito da fitase para RCa:P =7,5 5 338,93 67,79 7,31 P<0,01
Controle x fatorial 1 1222,34 1222,34 131,84 P<0,01
Erro 57 528,39 9,27
Coeficiente de varia¢do (%) 4,79

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE X — Resumo da analise de variancia do consumo e excregio de nitrogénio por frangos de corte, no periodo
de 30 a 33 dias de idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo
calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Consumo de nitrogénio Excrecdo de nitrogénio

Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 4,2600 0,8520 1,15 NS 2,3840 0,4768 2,21 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,8263 04132 0,56 NS 2,7065 1,3532 6,28 P<0,01

1° grau 1 2,6624  2,6624 12,36 P<0,01

2% grau 1 0,0441 0,0441 0,20 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 12,1306 1,2131 1,63 NS 4,2103 0,4210 1,96 NS
Controle x fatorial 1 0,3740 10,3740 0,50 NS 1,2597 11,2597 5,85 P<0,05
Erro 57 42,2940 10,7420 12,2721 0,2153
Coeficiente de variacdo (%) 5,64 9,00

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE W — Resumo da analise de variancia do coeficiente de retengdo do nitrogénio por frangos de corte, no
periodo de 30 a 33 dias de idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo
calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fonte de variacao GL SQ QM F PROB
Fitase 5 48,48 9,70 1,72 NS
Relagdo Ca:Pdisp (RCa:P) 2 95,53 47,77 8,48 P<0,01
Fitase x Relag¢do Ca:Pdisp 10 167,54 16,75 2,98 P<0,01
Efeito da RCa:P para a fitase A 2 17,57 8,79 1,56 NS
Efeito da RCa:P para a fitase B 2 4,06 2,03 0,36 NS
Efeito da RCa:P para a fitase C 2 13,76 6,88 1,22 NS
Efeito da RCa:P para a fitase D 2 72,60 36,30 6,45 P<0,01
1¢ grau 1 34,15 34,15 6,06 P<0,05
2% grau 1 38,45 38,45 6,83 P<0,05
Efeito da RCa:P para a fitase E 2 81,34 40,67 7,22 P<0,01
1¢ grau 1 64,83 64,83 11,51 P<0,01
2° grau 1 16,51 16,51 2,93 NS
Efeito da RCa:P para a fitase F 2 73,74 36,87 6,55 P<0,01
1° grau 1 73,61 73,61 13,07 P<0,01
2% grau 1 0,13 0,13 0,02 NS
Efeito da fitase para RCa:P =4,5 5 90,18 18,04 3,20 P<0,05
Efeito da fitase para RCa:P = 6,0 5 85,02 17,00 3,02 P<0,05
Efeito da fitase para RCa:P = 7,5 5 40,82 8,16 1,45 NS
Controle x fatorial 1 37,20 37,20 6,01 P<0,05
Erro 57 320,91 5,63
Coeficiente de variac¢do (%) 3,58

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE Z — Resumo da analise de variancia da EMAn' e CMMS? de ragdes suplementadas com distintas fitases e
formuladas com diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp), fornecidas a frangos de corte no periodo de
30 a 33 dias de idade.

EMAn CMMS
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 35879,14 717583 0,82 NS 25,14 5,03 1,25 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 35706,02 17853,01 2,03 NS 50,02 25,01 6,21 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 66903,18  6690,32 0,76 NS 31,57 3,16 0,78 NS
Controle x fatorial 1 4,45 4,45 0,00 NS 3,50 3,50 0,87 NS
Erro 57 500896,62 8787,66 229,71 4,03
Coeficiente de variacdo (%) 2,78 2,66

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: nio significativo (P>0,05). 'EMAn: energia
metabolizavel aparente corrigida pelo balango de nitrogénio. “°CMMS: coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca.

APENDICE AA — Resumo da analise de variancia do teor de cinzas e fosforo na tibia de frangos de corte aos 42 dias de
idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Cinzas na tibia Fésforo na tibia

Fonte de variacao GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 3,7777  0,7555 0,42 NS 0,7739 10,1548 2,43 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 14,7285 17,3643 4,14 P<0,05 0,2336 0,1168 1,83 NS

1° grau 1 14,6300 14,6300 8,23 P<0,01

2° grau 1 0,0985 0,0985 0,06 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 11,9044  1,1904 0,67 NS 0,6268 0,0627 0,98 NS
Controle x fatorial 1 1,3279 1,3279 0,75 NS 0,0172 0,0172 0,27 NS
Erro 57 101,3650 11,7784 3,6309 0,0637
Coeficiente de variacdo (%) 3,15 3,25

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: nao significativo (P>0,05).
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APENDICE AB — Resumo da analise de varidncia do teor de calcio na tibia de frangos de corte aos 42 dias de idade,
alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo calcio:fésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Fonte de variacao GL SQ QM F PROB
Fitase 5 8,9278 1,7856 2,67 NS
Relagdo Ca:Pdisp (RCa:P) 2 2,1512 1,0756 1,61 NS
Fitase x Relag¢ao Ca:Pdisp 10 7,7735 0,7774 1,16 NS
Controle x fatorial 1 0,2006 0,2006 0,30 NS
Erro 57 38,1803 0,6698

Coeficiente de varia¢do (%) 4,67

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE AC — Resumo da analise de variancia dos teores de fosforo e calcio no plasma de frangos aos 42 dias de
idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fésforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fésforo plasmatico Calcio plasmatico
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F  PROB
Fitase 5 3,5609  0,7122 3,99 P<0,01 1,2257 0,2451 1,08 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0097  0,0049 0,03 NS 0,6035 03017 1,33 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,3339 0,0334 0,19 NS 2,4975 10,2498 1,10 NS
Controle x fatorial 1 12,2425 12,2425 68,65 P<0,01 0,5092 0,5092 2,25 NS
Erro 57 10,1646  0,1783 12,8910 0,2262
Coeficiente de variagdo (%) 6,05 4,53

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE AD — Resumo da analise de variancia do teor de magnésio no plasma de frangos aos 42 dias de idade,
alimentados com ragdes contendo distintas fitases microbianas e diferentes relagdo calcio:fésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Fonte de variagao Grau de liberdade = Soma dos quadrados  Quadrado médio F PROB
Fitase 5 0,2529 0,0506 2,95 P<0,05
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0055 0,0028 0,16 NS
Fitase x Relag¢do Ca:Pdisp 10 0,0463 0,0046 0,27 NS
Controle x fatorial 1 0,0439 0,0439 2,56 NS
Erro 57 0,9788 0,0172

Coeficiente de variagdo (%) 6,24

NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE AE — Resumo da anélise de variancia do consumo de ragio e ganho de peso dos frangos, no periodo de 35 a
42 dias de idade, alimentados com racdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Consumo de ragdo Ganho de peso
Fonte de variagio GL SQ QM F PROB SQ QM F  PROB
Fitase 5 0,0984 10,0197 2,82 P<0,05 0,0583 0,0117 5,74 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0090 0,0045 0,65 NS 0,000034 0,000017 0,01 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,1353 0,0135 1,94 NS 0,0068 0,0007 0,33 NS
Controle x fatorial 1 0,0036 0,0036 0,51 NS 0,00001  0,00001 0,00 NS
Erro 57 0,3984 0,0070 0,1226 0,0020
Coeficiente de variac¢do (%) 5,59 7,37

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE AF — Resumo da anélise de varidncia da conversdo alimentar dos frangos, no periodo de 35 a 42 dias de
idade, alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Fonte de variagao Grau de liberdade  Soma dos quadrados ~ Quadrado médio F PROB
Fitase 5 09114 0,1823 2,31 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0377 0,0188 0,24 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 1,3561 0,1356 1,72 NS
Controle x fatorial 1 0,0525 0,0525 0,67 NS
Erro 57 4,4895 0,0788

Coeficiente de variac¢do (%) 3,02

NS: néo significativo (P>0,05).

APENDICE AG — Resumo da anélise de varidncia do consumo e excregdo do fosforo fitico em frangos de corte (39 a 42
dias de idade) alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Consumo de fosforo fitico Excrecao de fosforo fitico
Fonte de variacdo GL SQ QM F  PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,1031 0,0206 1,81 NS 0,0042 0,0008 0,77 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0023 0,0011 0,10 NS 0,0005 0,0002 0,22 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,1016 0,0102 0,89 NS 0,0050 0,0005 0,45 NS
Controle x fatorial 1 0,0031 0,0031 0,27 NS 0,1948 0,1948 176,81 P<0,01
Erro 57 0,6502 0,0114 0,0628 0,0011
Coeficiente de variagdo (%) 11,68 17,07

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE AH — Resumo da analise de variancia do coeficiente de retengio do fosforo fitico em frangos de corte (39 a
42 dias de idade) alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo célcio:fosforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Fonte de variagao Grau de liberdade Soma dos quadrados Quadrado médio F PROB
Fitase 5 66,16 13,23 1,08 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 8,42 421 0,34 NS
Fitase x Relag¢ao Ca:Pdisp 10 60,69 6,07 0,50 NS
Controle x fatorial 1 2506,13 2506,13 204,58 P<0,01
Erro 57 698,25 12,25

Coeficiente de variagdo (%) 3,85

NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE AI — Resumo da analise de variancia do consumo e excregdo do fosforo total em frangos de corte (39 a 42
dias de idade) alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relagdo calcio:fésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Consumo de fosforo total Excrecdo de fosforo total
Fonte de variagio GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,1691 0,0338 1,11 NS 0,0881 0,0176 2,63 P<0,05
Relagdo Ca:Pdisp 2 0,0060 0,0030 0,10 NS 0,0514 0,0257 3,83 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 0,2027 0,0203 0,67 NS 0,0805 0,0081 1,20 NS
Controle x fatorial 1 0,5473 0,5473 18,00 P<0,01 0,7974 0,7974 119,05 P<0,01
Erro 57 1,7329 0,0304 0,3818 0,0067
Coeficiente de variac¢do (%) 12,48 19,00

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE AJ — Resumo da analise de variancia do coeficiente de retengdo do fosforo total em frangos de corte (39 a 42
dias de idade) alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relagcdo calcio:fosforo disponivel

(Ca:Pdisp).
Fonte de variacao GL SQ QM F PROB
Fitase 5 124,11 24,82 4,93 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp (RCa:P) 2 87,37 43,68 8,67 NS
Fitase x Relag¢ao Ca:Pdisp 10 195,38 19,54 3,88 NS
Controle x fatorial 1 943,04 943,04 187,15 P<0,01
Erro 57 287,21 5,04
Coeficiente de varia¢do (%) 4,36

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE AK — Resumo da analise de variancia do consumo e excregdo do calcio em frangos de corte (39 a 42 dias de
idade) alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp).

Consumo de calcio Excrecdo de calcio
Fonte de variacio GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 0,2398  0,0480 0,76 NS 0,5789 0,1158 5,23 P<0,01
Relagdo Ca:Pdisp 2 17,3131 8,6566 136,73 P<0,01 5,0144 2,5072 113,25 P<0,01
1° grau 1 17,3125 17,3125 273,45 P<0,01 5,0142 50142 226,50 P<0,01
2% grau 1 0,0006  0,0006 0,01 NS 0,0002 0,0002 0,01 NS
Fitase x Relag@o Ca:Pdisp 10 0,3969 0,0397 0,63 NS 0,1511 0,0151 0,68 NS
Controle x fatorial 1 1,1961 11,1961 18,89 P<0,01 3,3688 3,3688 152,17 P<0,01
Erro 57 3,6088  0,0633 1,2619 0,0221
Coeficiente de variac¢do (%) 9,30 10,38

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE AL — Resumo da anélise de varidncia do coeficiente de retengdo do célcio e consumo de nitrogénio por
frangos (39 a 42 dias de idade) alimentados com ra¢des contendo distintas fitases e relacdo calcio:foésforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Coeficiente de retencao do calcio Consumo de nitrogénio
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 532,94 106,59 13,51 P<0,01 52,09 10,42 0,65 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 18,46 9,23 1,17 NS 3,38 1,69 0,11 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 38,11 3,81 0,48 NS 119,21 11,92 0,75 NS
Controle x fatorial 1 1617,82 1617,82 205,12 P<0,01 28,89 28,89 1,81 NS
Erro 57 449,58 7,89 910,30 15,97
Coeficiente de variacdo (%) 5,93 9,74

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).

APENDICE AM — Resumo da anélise de variancia da excrego e coeficiente de retengio do nitrogénio por frangos (39 a
42 dias de idade) alimentados com ragdes contendo distintas fitases e diferentes relacdo célcio:fosforo disponivel
(Ca:Pdisp).

Excrecdo de nitrogénio Coeficiente de retencdo do nitrogénio
Fonte de variag¢ao GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 25,80 5,16 1,59 NS 117,28 23,46 3,16 P<0,05
Relagdo Ca:Pdisp 2 9,15 4,58 141 NS 28,63 14,31 1,93 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 9,92 0,99 0,31 NS 53,01 5,30 0,72 NS
Controle x fatorial 1 7,32 7,32 225 NS 15,96 157,96 21,31 P<0,01
Erro 57 185,45 3,25 425,51 7,41
Coeficiente de variagdo (%) 10,62 4,65

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
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APENDICE AN — Resumo da analise de variancia da EMAn' e CMMS? de ragdes suplementadas com distintas fitases
microbianas e formuladas com diferentes relagdo calcio:fosforo disponivel (Ca:Pdisp), fornecidas a frangos de corte

no periodo de 39 a 42 dias de idade.

EMAn CMMS
Fonte de variacdo GL SQ QM F PROB SQ QM F PROB
Fitase 5 82016,11 16403,22 1,19 NS 2398 480 1,45 NS
Relagdo Ca:Pdisp 2 12233,44 6116,72 044 NS 19,83 991 3,00 NS
Fitase x Relagdo Ca:Pdisp 10 83498,14  8349,81 0,61 NS 30,64 3,06 093 NS
Controle x fatorial 1 4,70 4,70 0,00 NS 0,95 0,95 0,29 NS
Erro 57 786547,24 13799,07 188,37 3,30
Coeficiente de variacdo (%) 3,49 2,43

GL: grau de liberdade. SQ: soma dos quadrados. QM: quadrado médio. NS: ndo significativo (P>0,05).
'EMAn: energia metabolizével aparente corrigida pelo balango de nitrogénio.
*CMMS: coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca.
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