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RESUMO GERAL

Os frangos de corte apresentam baixa ou auséncitivilade da fitase
enddgena, portanto, apenas uma pequena fracasfdoofditico (R;) da dieta é
naturalmente aproveitada. Assim, é crescente aasditase exdgena em racdes
destinada a esses animais, pois esta enzima piamnmaior aproveitamento
do fésforo (P). Entretanto, ao utilizar fitases mgdes formuladas com reduzido
teor de P, faz-se necessario avaliar a relacaec#cdisponivel (Caf,) da
dieta, pois ela pode interferir na eficiéncia kata da enzima. Portanto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliagfeito de diferentes relacdes
Ca:Risp € suplementacéo de diferentes fitases (3-fitaéditase), de maneira
individual ou combinada, no desempenho e deter@malps teores de cinzas
Osseas, Ca e P na tibia de frangos de corte. Fatiimados 900 frangos de
corte, machos Cobb-580 dos 22 aos 35 dias de idade, os quais foram
distribuidos em dez tratamentos (6 repeticdes/E)av® delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, dispestoesquema fatorial 3 x 3 +
1, sendo trés maneiras de suplementacdo da ragéfitase (1.500 FTU da 3-
fitase/kg de racdo; 1.500 FTU da 6-fitase/kg déioag combinagcdo das duas
fitases na proporc¢éo de inclusdo de 750 FTU/kg pada enzima), trés relagbes
Ca:Risp (7,5:1,0; 6,0:1,0 e 4,5:1,0) mais uma dieta coatpositivo, sem fitase,
formulada para atender as exigéncias nutricionais a@ves. Foi avaliado o
consumo de ragéo (CR),0 ganho de peso (GP) e arsd@ovalimentar (CA) dos
frangos no periodo total. Além disso, ao final deao, duas aves por repeticao
foram abatidas, para retirada da tibia esquerda pasteriores analises 6sseas.
Os dados foram submetidos a analise de varidanamando significativa, as
diferentes relagbes Caif e as diferentes maneiras de suplementacdo das
enzimas foram comparadas entre si pelo teste de (BNK 0,05). N&o houve
interacdo entre a forma de suplementagéo da #taseelacéo Caik, da dieta,
para a CA, CR, GP e teores de cinzas e Ca detatasinaa tibia. Contudo,
independente da relacdo Ca;Rla dieta, a 6-fitase proporcionou a melhor CA.
Por outro lado, independente da maneira de suptag@nda enzima, a relacédo
7,5:1,0 proporcionou a melhor CA. Houve interacas fitases e teor de fésforo
na tibia, sendo que a enzima 6-fitase nas relag®ek e 6,0:1,0 proporcionou
maior conteldo de fésforo na tibia das aves. Ceselygue é viavel formular
dietas com relagdo CaRna racdale 4,5:1 ou 6,0:1 e 1500 FTU"Kga 6-
fitase, utilizando-se apenas 1,0 g/kg dg,B na relagdo 4,5:1,0 para a 3-fitase,
ndo comprometendo o desempenho e a mineralizagéa das aves.

Palavras-chave: Avicultura. Cinzas 6sseas. Desdmp&mzima. Fitato.



GENERAL ABSTRACT

The chicken for slaughtering has low or no endogemhytase activity.
However, only a small fraction of phytic phosphomwfsthe diet is naturally
used. Thus, the use of exogenous phytase frormratiended to these animals
is crescent, because this enzyme provides greatgeuof phosphorus (P).
When using phytase on formulating rations with lmemtent of P, was found to
be necessary assessing the relation of availalmspblorus on the diet, because
this can interfere in the catalytic efficiency dfetenzyme. In this work, we
sought to assess the effect of different relatiohgavailable phosphorus and
supplementation of two different phytases (3-ptgtasd 6-phytase), separated
or in association, in the performance of contefitbany ashes, Calcium (Ca)
and P in the tibia of chicken for slaughtering. Wsed 900 male-chickens,
commercial line Cobb-500 of 22 to 35 living days, using completely
randomized design with ten treatments, six repboatof 15 chickens in 3x3+1
factorial scheme, this representing three diffefemhs of supplementing rations
containing phytase, three relations of availablespihorus, and a diet as positive
control with no phytase, formulated for attendindpickens nutritional
requirement. We also assessed the ration consum(Ric), weight gain (WG)
and chicken feed conversion (FC). Besides, at titkcd the experiment, two
chicken per replication were slaughtered for exingdeft tibia for further bony
analysis. Data were subjected to analysis of veeiasnd, when statistically
significant, different relations of available phbspus and different forms of
enzymes supplementation were compared among thessdey using the SNK
test at 5% of significance. There was no interackietween the form of phytase
supplementation and the relation of available phoggs for RC, WG, FC and
content of bony ashes and Ca. Therefore, regarthesselation of available
phosphorus in the diet, the 6-phytase provided libst FC. In addition,
regardless the form of enzyme supplementation, ridation 7.5:1.0 also
provided the best FC. There were interactions gtgde and tibia phosphorus.
Thus, the enzyme 6-phytase in the proportion 95dnd 6.0:1.0 provided
greater content of phosphorus in the chicken tdxathat we may conclude that,
formulating diets using the proportion of availableosphorus on these rations
and on 1500 FTU kg-1 of 6-phytase, is viable, thens way such in the
proportion 4.5:1.0 for the enzyme 3-phytase, with@ampromising the
performance and bone mineralization of fowls.

Key-words: Aviculture. Bony ashes. Performance.yimz. Phytate.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

O fosforo (P) € um dos mais importantes e onergsnsrais exigidos
por frangos de corte por desempenhar um papel fhoad@l no
desenvolvimento e manutencédo do sistema esqueléti@m de participar de
numerosas reacfes bioguimicas no organismo angssgnciais a manutencao
da vida. Entretanto, a maior parte do P encomradisponivel na forma de
fitato (acido fitico), que é a principal forma denazenamento de P na maioria
dos gréos, inclusive no milho e farelo de soja,gogis sdo amplamente
utilizados nas formulacdes de dietas para frangade.

O fitato, além de se complexar com o P, também [igdese a outros
minerais, como o calcio (Ca), e outros nutrientesligtta durante a passagem
pelo trato digestério. Além disso, 0s animais ma@strgcos apresentam auséncia
ou baixa atividade da fitase endégena, sendo aapemas uma pequena fragdo
do P fitico (R) é naturalmente aproveitada da dieta, o que poag@mmeter a
formacgéo G6ssea e o desempenho das aves.

Deste modo, é crescente 0 uso de fitases exdégenasgdes para
frangos de corte, sendo sua eficicia, na dispadbdo do P e demais
nutrientes da dieta, comprovada em diversas pesjuls fitases (hexafosfato
de mio-inositol fosfohidrolases) hidrolisam as {igas fosfoéster da molécula de
fitato, tornado o P hidrolisado potencialmente digpel aos monogastricos,
incluindo as aves (HAN et al., 2009).

O uso de fitase exdgena na nutricdo avicola tambdavorecido por
outros fatores, como a obtencéo do P inorganigg Rue é um recurso natural
ndo renovavel, e sua fonte, fosfato bicalcico,userdos ingredientes que mais
oneram a ragdo. Ha também, atualmente, um foele ambiental pela reducéo
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da deposicdo de P no solo e na agua, quando @posithdo de forma irregular
na agua, por exemplo, pode causar a eutrofizac&uedma, o que contribui
para uma proliferacdo desenfreada de algas queoroens todo oxigénio e
impedem o desenvolvimento e a manutencdo da vida adganismos ali
presentes. Outro fator que contribui para o usbtase exdégena é que, devido
aos avancos das técnicas de producdo desta enzamgrande concorréncia
entre as empresas, o preco das fitases comerdmdiz@m sendo reduzido.

Entretanto, a eficacia da fitase para frangos d&e &b dependente de
varios fatores (SINGH, 2008), dentre eles se destartipo da fitase utilizada e
a relagdo Ca:P na dieta. As fitases podem seiiftagdas em 3-fitase, as quais
iniciam a hidrolise do fitato no carbono trés etéise, que iniciam a hidrélise no
carbono seis (SELLE; RAVINDRAN, 2007). Contudo $#s microbianas
distintas (3-fitase ou 6-fitase) podem apresenfarahtes estruturas e variadas
propriedades fisico-quimicas e cataliticas (MULLANEJLLAH, 2003), o que
pode resultar em diferentes valores de equival@&eR\ (fosfato bicalcico).

O Ca e P sdo minerais que desempenham importamtedes no
metabolismo fisiolégico das aves e uma relacdo @ddRuada na dieta destes
animais proporciona melhor aproveitamento destegmis, 0 que pode resultar
em uma melhora significativa na producédo e desgmaehto dos frangos de
corte. Entretanto, o Ca tem alta inclusdo nas glietan relagdo aos outros
minerais, 0 que aumenta a probabilidade da formdeammplexos fitato-Ca no
trato digestério.

E de conhecimento que quanto maior a relacdo @wm®r sera a
probabilidade de formacé&o dos referidos complexakgvia, esses valores ainda
ndo foram completamente estabelecidos. Também Ise gae a fase de
crescimento representa aproximadamente 35% do wande racdo dos frangos
de corte, e essa fase, juntamente com a fasedneliacdo, representa 75% de

todo cosumo durante a producdo. Sendo assimirabsdho foi desenvolvido
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com o objetivo de determinar qual tipo de supleadud, individual ou
combinada, entre a 3 e/ou 6-fitase e qual a rel@Hi®, que possibilite o
melhor desempenho, sem comprometer a deposicamzbes ccalcio e fésforo
nos o0ssos de frangos de corte, no periodo de832&s de idade.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Fitato (acido fitico, hexafosfato de mio-inositol)

As plantas, para o seu desenvolvimento normatamtseus nutrientes
do solo. Na fase de maturacdo do grdo, hd umaldcagdio desses elementos
para as sementes e, no caso do P, na forma deosfafde mio-inositol ou
acido fitico. A sua func¢éo fisioldgica na sementevdgetal € servir de estoque
de P e outros minerais, além da energia, que bamdos pela acdo da fitase
enddgena a medida que ocorre a germinacao (BORGHS E997).

Assim, o fitato é a principal forma de armazenameatg P durante o
desenvolvimento de gréos, legumes e sementes RERRES, 2003), sendo
que, aproximadamente dois tercos do P totah)(Pas plantas estdo na forma de
fitato (PUNNA; ROLAND, 1999; SANDBERG, 2002). Aseths de frangos de
corte sdo compostas principalmente por ingredientesse de vegetais e contém
cerca de 60 a 90% do P em forma de P fiticg) (RFHERYAN, 1980;
OBERLEAS, 1973).

No milho, cerca de 90% do acido fitico esta correglnt na parte do
gérmen. A concentracdo de fitato nos vegetais d&riacordo com o estagio de
maturidade da planta, o grau de processamentoado @s cultivares utilizadas,
fatores climéticos, localizagdo e os anos durastguais eles sdo cultivados
(REDDY; SATHE; SALUNKHE, 1982; MANANGI; COON, 2006)

Segundo Selle e Ravindran (2007), o termo fitatdereese
quimicamente ao sal do acido fitico com um Unipo tile mineral como, por
exemplo, fitato de sddio ou fitato de potassio.éRgresse termo é comumente

utilizado na area zootécnica, estando ele na ftiumaou na forma complexada.



13

De acordo com Almeida et al. (2003), o fitato &etinado a partir da
fosforilagdo completa do mio-inositol (Figura 1)goal tem a glicose como

precursora.

OH
HO 6
1 _—<—o0H
HO 4 OH
mio-inositol 3 OH 3

Figura 1 Estrutura do mio-inositol
Fonte: (ALMEIDA et al., 2003).

A estrutura do acido fitico é indicativa do seudgrotencial quelante. O
fitato € um acido forte e forma uma grande varieddd sais insolUveis com
cétions bivalentes ou trivalentes em pH neutro (RBEAS, 1973), tornando
estes elementos potencialmente indisponivel padasar¢cdo (MADDAIAH et
al., 1964; VOHRA; GRAY; KRATZER, 1965).

2.1.1 Fitato em dietas para frangos de corte

No Brasil, as ra¢cfes para frangos de corte sadngemte a base de
milho e farelo de soja, e o fitato esta naturalmgmesente nesses ingredientes.
A Tabela 1 contém a concentracéo (valores médm$}g, P disponivel (R

e R, dos principais alimentos utilizados na formulagéaacgfes para aves.
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Tabela 1 Teor de fosforo dos principais alimentiiizados nas racdes de aves
% de fésforo (P)*

Alimentos P total P disponivel P fitico
Farelo de arroz 1,67 0,24 1,43
Farinha de carne e 0ssos (41% dé)PB 6,53 5,88 -
Farinha de carne e ossos (44% de PB) 6,14 5,53 -
Milho 0,25 0,06 0,19
Farelo de soja (45% de PB) 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 bicélcico 18,5 18,5 -

*Em matéria natural. Adaptado de Rostagno et @11 ‘Valores calculados ou
estimados’PB = proteina bruta.

Observa-se, de acordo com a Tabela 1, que apenad¥d4io R
contido no farelo de arroz esta disponivel. Paraub®s ingredientes de origem
vegetal, apenas de 24,0 a 36,53% g@ € Ris, Ja segundo o National Research
Council (1994), em média de 70% do P de origemtatgerresponde ag;P

Também pode se verificar na Tabela 1 que as faridbacarne e 0ssos
(41% de PB) e a farinha de visceras de aves coatriltom 90 e 100% deif
respectivamente. Apesar disso, ha limitagbes pasauouso em racgbes, sendo
gue determinados paises (principalmente europeéis) importam carnes
advindas de animais alimentados com essas fontegBELLAVER, 2002).

De acordo com Selle, Cowieson e Ravindran (2008ai esta sempre
presente em dietas de aves, em uma concentragxinagda de 10 g kg e
segundo Ravindran, Bryden e Kornegay (1995), amglide frangos de corte
contém de 2,0 a 4,0 g de/Rg de racdo. Aproximadamente 66% dg,RIos
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vegetais se encontram na forma de acido fiticoual ¢ indisponivel para
animais monogastricos devido a baixa ou ausénciivdade de fitase no trato
gastrintestinal (CASEY; WALSH, 2004). Entretantoutlizacdo do R pelas
aves pode variar de 0 a 50%, dependendo da idadanilmais e da adaptacao
metabdlica em circunstancias criticas (MANANGI; C0Q008).

Porém, mesmo as aves conseguindo aproveitar 50P gwesente na
dieta (o que é muito dificil de ocorrer), aindaimsé necessario adicionayd
(fosfato bicélcico) na dieta para atender as exig@&nnutricionais dos animais
para esse mineral. Visto que o P é um mineral egdgrara o desenvolvimento
e manutencdo do sistema esquelético (é o segunitw owenstituinte mineral
0sseo0), esta envolvido no metabolismo dos lipideocarboidratos, faz parte da
composi¢do celular de fosfolipideos, fosfoproteinasidos nucleicos e
moléculas transferidoras de energia (ATP- trifasfde adenina), também é
componente do sistema tampao fosfato no sangue,ddé&tuar na regulacéo do
metabolismo através dos mecanismos de fosforildeafwsforilacéo.

Portanto, o P é um nutriente essencial nas racées @aves e sua
utilizacdo eficiente é importante para a produgdsio que ele desempenha
varias funcdes fisioldgicas importantes no organisnncluindo aquelas
responsaveis pelo crescimento das aves (ASSUENAal.et 2009). Sua
suplementacdo em dietas para frangos de cortengared é feita através da
inclusao de fosfato bicalcico na racao.

O fosfato bicalcico é considerado uma fonte inoiggirde P 100%
disponivel (ROSTAGNO et al., 2011), entretanto, diggestibilidade para aves
esta entre 70 e 80% (ZWART, 2009). A suplementagéoP nas racles
representa o0°3maior custo da producédo de carne de frangos &geatle um
recurso mineral ndo renovavel o que tem provocageclacdes de uma crise
futura no seu suprimento (AUGSPURGER; FRANKENBAGBEQLDFLUS,

2010). Além disso, com a suplementagéo do fosfatildico nas ra¢cdes ha um
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aumento de P nas excretas das aves tanto pela ger# complexado a
molécula de fitato, quanto pelo P ndo aproveitadforma inorgéanica.

Seguindo esse raciocinio, é de se esperar que @deuitase exdgena na
racao diminua, de maneira indireta, a excrecdoaldvirdo do fosfato utilizado,
uma vez que a ragdo terd menor teor de fosfatouegéid da suplementacéo
com fitase e consequente maior aproveitamentogdaRjual contém grande
guantidade de P (282 g de P/kg de fitato). Tudmiigterfere de forma positiva e
direta na economicidade da producao, além de asgsegma producdo animal

de maneira mais sustentavel.

2.1.2 A atuacgdo do fitato como fator antinutricional

O acido fitico é considerado como um fator antaoiatial por
complexar-se com o P e outros importantes nutsetidedieta, diminuindo suas
disponibilidades (CABAHUG et al., 1999), ele aprgaealto potencial para
complexar com ions ou até mesmo moléculas, confdem®nstrado na Figura
2.

A formacdo do complexo fitato-mineral tem grandepaméancia
nutricional, pois os nutrientes uma vez complexadée podem ser absorvidos
no intestino (LEl; PORRES, 2003) o que interfenetdimente no desempenho
zootécnico e produtividade das aves.
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Figura2 Exemplos de possiveis ligagcbes entre aloaditico e alguns
nutrientes

Fonte: (KORNEGAY, 2001).

A desprotonacao dos grupos fosfatos esta intimamestacionada ao
pH no qual a molécula se encontra e sabe-se quaoguzaior € o grau de
fosforilagdo do mio-inositol, maior é seu podercdenplexagdo com nutrientes,
deste modo, o niUmero de cargas ibnicas no fostatmid-inositol influencia a
capacidade complexante das moléculas (OH et &6)20

O fitato carregado negativamente pode complexaces® minerais
catiénicos sendo que os divalentes (comé'Can?*, Co?, Mn?*, Mg %, Fe?)
sdo o0s mais susceptiveis (KORNEGAY, 2001). Variossgpisadores
observaram que a solubilidade desses complexos depeindente (SELLE et
al., 2000; CHAMPAGNE, 1988). A maioria dos complexte fitato-mineral séo
sollveis em pH baixo (inferiores a 3,5), com a Mméxinsolubilidade ocorrendo
entre pH de 4 a 7 (SELLE et al., 2000). EntretantqpH aproximado do
intestino onde a absorcao dos ions metalicos qomiecide com os valores de

pH em que estes complexos precipitam (CHAMPAGNBZ}.9
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Vohra, Gray e Kratzer (1965), utilizando-se curdastitulacdo para
monitorar acido livre na presenca de um Unico patielatou que a formacgéo de
complexos de fitato com cations segue a seguitenordecrescente de forca:
Cu?>Zn%* > Co?% > Mn? > Fe® > Ca®. Apesar do Ca ter uma das mais
baixas afinidades com o fitato, ele é o0 que prappecmaior impacto, pois é o
mineral presente em maior concentracao na diefizdgos de corte.

O Ca dietético pode complexar-se ao fitato formarmhoplexos, ou ao
Pnorg  formando fosfatos de Ca, como o ;P&,),) (TAMIM; ANGEL,;
CHRISTMAN, 2004). Além de quelatar-se com o Ca, cida fitico € um
potente agente quelante de proteinas, aminoacidosido e cations
(RAVINDRAN et al., 1999), também de enzimas, comueasina, tripsina e-
amilase (SEBASTIAN; TOUCHBURN; CHAVEZ, 1998), dess®mdo pode
reduzir a digestibilidade da racdo através da foamadesses complexos
insollveis. Singh e Krikorian (1982) sugeriram ouefitato pode inibir a
protedlise alterando a configuracdo proteica dasrers digestivas.

Também foi sugerido que o fitato pode ligar-se @inipsina, através
da formacdo de um complexo terciario de Ca, intbirebsim, a atividade da
tripsina. Essa inibicdo também pode resultar arphatformacéo de quelatos de
ions de Ca, que sdo essenciais para a atividaddpdma e a-amilase ou,
possivelmente, a partir de uma interagdo com otribspara estas enzimas
(LIENER, 1989).

A formacdo desses complexos que ocorre no trawstiigo das aves é
de relevancia nutricional, pois a ma utilizacdo dosrientes da dieta pode
comprometer o desenvolvimento e desempenho das ®ese modo, a
suplementacéo com a fitase exdgena é uma altear@dia diminuir a formacéo
desses complexos e reduzir os efeitos antinutagoto fitato nas aves.

Biehl e Baker (1997) observaram que a adicdo daefjtno nivel de

inclusdo de 1220 FTU/kg da racéo, teve uma inflizémpositiva sobre a
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utilizacdo da metionina, lisina e ou valina dervadia proteina da soja em
dietas de frangos.

Realizando um experimento com frangos de corta pealiar o efeito
de quatro niveis dietéticos de Ca (0,47; 0,70; 8,9316%) e trés niveis dg P
(0,28; 0,24 e 0,10%) sobre a digestibilidade engte de nutrientes Plumstead
et al. (2008) observaram que a digestibilidade eapar pré cecal dogPfoi
reduzida linearmente em até 71% quanto o nivel aleaiou de 4,7 até 11,6
g/kg de racdo provavelmente, devido & maior taxdodeacdo do complexo
fitato-Ca.

Ravindran et al. (2001), relataram que a suplemgéot de fitase em
niveis graduais (0-1000 FTU/kg de racdo) em dipts frangos (a base de
trigo e sorgo) deficientes em lisina, teve -efeitgnificativo sobre a

digestibilidade de todos os aminoacidos avaliados.

2.1.3 Formacgao do complexo Ca-fitato e acdo da fitase

A molécula de fitato transporta um maximo de lZyasrnegativas e
pode potencialmente quelatar com seis atomos deMCHRA; GRAY;
KRATZER, 1965). No entanto Nash, Jensen e Schri@®g) relataram que o
fitato de Ca sélido contem uma média de 4,62 Can@dopor molécula a pH 7.
Sabe-se que a formacdo de complexos fitato-nutriestia intimamente ligada
ao pH do meio, porém, o pH ao longo do trato digestanimal assume
diferentes valores, variando de acordo com osalifes segmentos, como pode

ser observado na Figura 3.
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COLON - RETO

. X
CECO \x\\

INGLUVIO
pH5.5

PROVENTRICULO
pH2.5-3.5

DUODENO
pPH5-6

PANCREAS

MOELA
pH2.5-3.5

Figura3 pH da digesta (ragdo farelada) nos difesesegmentos do trato
digestério do frango de corte alimentadd libitum durante 6
semanas

Fonte: (Adaptado de Gauthier, 2002).

De acordo com Oh et al. (2001), o complexo fitato-€ formado
principalmente em pH de 5,0 a 8,5 sendo que adafitei do fitato pelo C&
aumenta com o aumento do pH. Porém, como podebsenvado na figura 3,
apenas no proventriculo e na moela das aves,ipssgetcomplexo ndo poderia
ser formado, devido ao baixo pH (2,5 - 3,5).

Grande parte das fitases comercializadas parargautanimal atuam
em pH &cido (fitases acidas) e reconhecem comdratdapenas o fitato livre,
ou seja, ndo complexado. Por conseguinte, para essamas, o complexo
fitato-Ca € resistente a hidrolise e o Ca atua camm fator limitante na
degradacao do fitato reduzindo a eficiéncia enzgaaPortanto, o uso de fitase
acida na racéo implica em uma atuacéo “preventwad locais acidos do trato
digestoério, como proventriculo e moela) reduzindforanacdo de complexos
(nas porcdes onde o pH é neutro ou basico). Egaefat é interessante do ponto

de vista nutricional e econémico, pois permite umador biodisponibilidade dos
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nutrientes presentes na dieta, reduz o custo éa m@umenta a produtividade
sem prejudicar 0 meio ambiente.

Yu et al. (2004) realizaram um experimento avalieadligesta retirada
em diferentes segmentos do trato digestorio (ing)imoela, duodeno, jejuno e
ileo) de frangos de corte alimentados com dietateado 750 U de fitase/kg de
racdo e identificaram a presenca da fitase noviglinoela, duodeno e jejuno
sendo que nos dois Ultimos segmentos a massa rasldeufitase foi inferior a
65 kDa indicando protedlise parcial da enzima. Batro lado, a fitase
apresentou atividade enzimatica apenas no inglinggla e duodeno, sendo a
menor atividade determinada no duodeno. Ja LieBéstke e Schoner (1993)
observaram, em aves de 3 a 5 semanas de idad@seéi® da atividade da
fitase microbiana adicionada a racdo foi detectadlainglivio, 10-25% no
proventriculo e nenhuma atividade foi detectadmtestino delgado.

Pressupde-se que as fitases exdgenas hidrolisdatamdm segmentos
anteriores ao duodeno resultando em fosfatos denmgitol menores, os quais
tém uma capacidade desproporcionalmente reduzidar€lacdo ao I para
quelatar e indisponibilizar o Ga(NAVES, 2012).

Porém, a possibilidade de complexacdo durantesagas do alimento
pelo inglavio (pH 5,5) ndo pode ser descartadapeogavel que esse evento
comprometa em algum grau a eficicia das fitaseéassuplementadas na racao.
Portanto, é provavel que varias moléculas de fitheguem intactas ao intestino
ou desfosforiladas apenas parcialmente possililitasua complexacdo com o

Ca?" e outros nutrientes.

2.2 Fitase

A fitase comercial ou mio-inositol hexaquifosfatsfohidrolase € uma

enzima pertencente, na sua maioria, ao grupo dfastdses de histidina acida,
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que hidrolisa o acido fitico e seus sais, prodwzindsitol, inositol monofosfato
e Buorg (CASEY; WALSH, 2004). De acordo com Lei e Porr@8Q3), essa
enzima catalisa a reacao de desfosforilacdo do ditido em ésteres de fosfato
de mio-inositol menores ek, A hidrélise do fitato € um processo serial,
portanto, cada intermediario fosfatado do mio-itmbst liberado da enzima e
pode ser o substrato para a hidrélise seguintericBaoente, a hidrélise
enzimatica completa do fitato gera uma série ddafes de mio-inositol
menores (IP— IPs — IP, — IP; — IP, — IPy), por meio de uma série de
reagOes de desfosforilagé@o, para produzir o mistioloe seis Ry Entretanto,
0 mecanismo de catélise e o grau de desfosforildg&ido fitico sdo variaveis
entre fitases diferentes (GREINER et al., 2002).

A fitase é amplamente encontrada nos microrganispiastas e certos
tecidos animais, entretanto as fontes microbiafiasis mais adequadas para sua
producdo em escala comercial (VATS; BANERJEE, 20@¥)maioria das
fitases produzidas na industria sédo oriundas dealfungos Aspergillus niger
Aspergillus ficcumAspergillus oryzae bactériasBacillus subtilis Escherichia
coli) e levedurasSaccharomyces cerevisja&stas fitases possuem uma maior
faixa de atuacdo em relagdo as fitases de plarg@s mais efetivas no ambiente
gastrointestinal e resistentes a acdo de enzirgastiias.

Duas classes de fitases séo reconhecidas|pmational Union of
Pure and Applied Chemistr(IUPAC) e pela International Union of
Biochemistry(IlUB): A mioinositol hexaquifosfato 3-fosfohidrada (EC 3.1.3.8)
denominada 3-fitase e que libera preferencialmerRena posi¢cdo C3, e a mio-
inositol hexafosfato 6-fosfohidrolase (EC 3.1.3.88phominada 6-fitase, a qual
inicia a hidrélise na posicdo C6 (GREINER et 02, RAGON et al., 2008).
Entretanto, segundo Wodzinski e Ullah (1996) at&#& ndo € capaz de
hidrolisar o inositol monofosfato, enquanto a &d@é hidrolisa completamente o

acido fitico.
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De acordo com o pH de acéo, as fitases podem assifitadas em:
fitases acidas (com pH 6timo entre 2,5 e 6,0) @msdis alcalinas (com pH étimo
entre 6,0 e 8,0) (GREINER et al., 2001). A atividadh fitase é expressa,
normalmente, em unidades de fitase (FTU) sendauqueFTU é a quantidade
de Riorg liberado (umol) durante um minuto de reacdo em sohagéo de fitato
de s6dio 5,1 mmol/L em pH 5,5 e temperatura de 3ZMGELEN et al., 1994).

No Brasil, mais de 50% do plantel de frangos d¢eceacebe fitase nas
dietas. Isto, sem duvida, esta alicercado na dgpdade da acdo desta enzima
sobre um substrato especifico, melhorando a dibpiolide do P
(MENEGHETTI, 2013). Além de melhorar o aproveitameende P, a
suplementacdo com fitase pode aumentar os valoergéticos das racdes e,
consequentemente, o aproveitamento de outros metsie como proteinas,
aminoacidos, Zn e Cu (NAMKUNG; LEESON, 1999; CON&ial., 2002).

Choct (2006), em revisdo, destacou que a fitasqgemead permite
aumentar entre 25 a 75% a disponibilidade do Peptesdo fitato. Através de
outros trabalhos, verifica-se que é possivel redniieis de nutrientes nas
dietas, mantendo satisfatoriamente o desempenhawss e minimizando a
excrecdo de alguns elementos minerais (GOMIDE .et28D7; SILVA et al.,
2008).

Recentemente, Walk et al. (2013) verificaram queesipses (>1.500
FTU/kg) de fitase microbiana melhorou o desempenterticularmente a
conversao alimentar (CA), em frangos de corte &adids de idade alimentados
com dietas com reducao de Ca e P disponivel.

Naves (2012) realizou um experimento de metabolipara avaliar o
efeito do nivel de inclusdo de 6-fitase (0, 75600.e 2.500 FTU Kda dieta)
em uma dieta deficiente emyds sobre o coeficiente de hidrolise de,P
utilizando valores degPdeterminados nas dietas e excretas, e concluitem ¢

1.500 FTU kg proporcionaram o maior aproveitamento ¢o(B8,45%).
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Naves (2012), ao analisar a eficiéncia de seisd#amicrobianas
suplementadas em ragbes (1.500 FTU/kg de racdaypufadas com trés
diferentes relagtes Cail?(3,5:1; 5,0:1 e 6,5:1) e fornecidas a frangosatéec
no periodo de 35 a 42 dias de idade, concluiu goeséivel reduzir o teor de
fosforo disponivel da racdo para 1,0 g/kg de ragisuplementa-la com 1500
unidades de atividade de fitase.

O teor preconizado de fitase (FTU) pela indUstdm dietas para
frangos de corte, é de 500 FTU/kg de dieta, o lijpsda em média, 0,1% dei
(DARI, 2006).

Augspurger e Baker (2004) realizaram um trabalho frangos de corte
suplementando uma dieta a base de milho e faredojdedeficiente em Ca (4,8
g/kg) com fitase dé&. coli (500 FTU/kg) e concluiram que a fitase liberou em
média 0,90 g de Ca/kg de racdo com base nas diaztibia. Schoner et al.
(1994) observaram, também em experimento com feamgocorte, que 500
FTU da fitase dé\. nigerequivale a 0,444 g de Cal/kg de racéo (a dietd basa
continha 4,0 g de Ca/kg; 6,0 g dgfkg e 2,3 g de Pdisp/kg).

Diferentemente dos resultados encontrados acima, eéfaal. (2006)
observaram que a fitase disponibiliza quantidadesmas de Ca em frangos de
corte (em ragbes a base de milho-soja suplementaniasl000 FTU/Kg, trés
niveis de Ca e oito de;§). Mitchell e Edwards (1996) também relataram que a
fitase exdgena nao reduziu as necessidade de Giataade frangos jovens (as
dietas continham 2,02 g de/Rg de racdo e a relacdo Ca:P variou de 0,86 a
2,30).

Infelizmente ainda ndo é possivel tirar uma corddusbijetiva da
equivaléncia de Ca pela fitase, pois diferenca® exst pesquisas (tipo de fitase,
composi¢do da ragdo, parametros avaliados paranidlete a equivaléncia,
relacéo Ca:l, relacéo Cafp, etc.) dificultam a comparacéo de dados, o que

justifica resultados de equivaléncia tdo diferente
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2.3 Influéncia dos niveis de calcio dietético e relacdda: P sobre a
utilizacao do fosforo fitico, desempenho e mineralacao 6ssea nas aves

De acordo com Edwards Junior e Veltmann (1983)inide Ca e P na
racdo para frangos influenciam a utilizacdo go Rs aves que consomem
racdes com baixos niveis de P e Ca inorganicosaqam maior capacidade
para hidrolisar o fitato do que aquelas que recebiis altos (DENBOW et
al., 1995). E a relacdo Ca:P influencia a atividdalditase, que é reduzida com a
elevacgdo do nivel de calcio na racao (QUIAN; KORMEGDENBOW, 1997).
Em racdes préticas suplementadas com fitase,aat@io parece mais critica do
que quantidades individuais destes minerais.

A elevacdo da relacdo Ca:P reduz significativamentesempenho de
frangos alimentados com racdes a base de milhele fde soja suplementadas
com fitase (LEESON, 1999), provavelmente devideac#io do calcio com o
acido fitico, formando o fitato de célcio, que ppéa e ndo pode ser hidrolisado
pela fitase. Além disso, complexos terciarios detgina-fitato podem ser
formados no intestino delgado, sendo que esteslerogpsao formadas apenas
na presenca de cations bivalentes, especialmer@adé (SING, 2008), o que
também pode comprometer o desempenho e mineralifsséa das aves.

Trabalhos realizados por diversos autores (SEBAST# al., 1996;
MCGUAIG; DAVIES; MOTZOK, 1972; WISE, 1983; SHAFEY;
MCDONALD, 1991) concluiram que ampla relacdo CaaRlieta de frangos de
corte reduz a eficacia da fitase e a utilizaca® dom altas concentracdes de Ca
através (1) da ligacdo da molécula de fitato noe@a excesso formando
complexos insoluveis que sdo menos acessiveiask f{R) o excesso de calcio
dietético competindo diretamente com o sitio atladitase (3) aumento do pH
intestinal causado pelo Ca, o qual reduz a sotlgwk mineral, e,

consequentemente, a disponibilidade.
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Tamim e Angel (2003), analisando a hidrdlisevitro do R, através da
3-fitase, em pH de 2,5 e 6,5, e com diferentesisigle inclusdo de Ca ou
premix mineral, observaram que a adicdo de Ca emigrmineral reduziu a
hidrélise do fésforo fitico em ambos os pHs, eatrs 0 maior efeito foi
observado no pH de 6,5.

Rama et al. (2006) afirmaram que tanto o Ca quarRocoexistem em
varias fungdes bioldgicas no organismo, e a exigé&ietética destes minerais é
interdependente. Sendo que, o excesso de Ca rardihiz a absorcdo de P,
devido a formacdo de complexos insoliveis no lanietestinal. Em
contrapartida, um baixo nivel de Ca é insuficiggaea a mineralizacéo do 0sso.
Esses mesmos autores mostraram que 0 aumentordentacdes dietéticas de
Ca (0,6-0,9%) entre 22 e 42 dias de idade podepsgudicial para o
desempenho e mineralizacdo 6ssea das aves, casodietéfico ndo for
aumentado na medida em que se aumenta o Ca. @stumos realizados para
avaliar a interacdo entre Ca e P dietéticos témradis que as aves alimentadas
com dietas com um alto teor de Ca e baixo teor g@edBuem menor teor de
cinzas na tibia e apresentam maior incidéncia deitrsmo (DRIVER et al.,
2005).

Rousseau et al.(2012), analisando os efeitos ddli€tético e fitase
microbiana na utilizacdo do P em frangos de cadds 21 aos 38 dias de idade,
observaram que o aumento da concentracdo de Gaticetde 0,37-0,57 e
0,77% melhorou o conteddo de cinzas da tibia 3B,5- e 32,8%
respectivamente e a adicdo de fitase (500 FTU/kmgio) também resultou em
um aumento significativo no teor de cinzas na tibea frangos de corte
alimentados com dietas com baixos niveis gg P

No trabalho de revisdo realizado por Selle, CowiesoRavindran
(2009) observa-se que atualmente as fitases catieadias sdo mais eficientes

guando as dietas de aves contém reduzido nivehde léaixa relacdo Ca:R,
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entretanto esses valores ainda ndo estdo complatrastabelecidos. Desta
forma, é necessario pesquisas que determinem quelizor relacéo CagR,
para frangos de corte nas diferentes fases dedoriggiando suplementa-se as
racoes com fitase.
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Suplementacéo de fitases em rac6es para frangosatete com diferentes
relacdes calcio:fosforo

RESUMO

Um experimento foi realizado com 900 frangos deecap periodo de
22 a 35 dias de idade para avaliar o efeito dedtifes relacdes calcio:fésforo
disponivel (Ca:Rsp)e suplementacéo de diferentes fitases (3-fits&séitase), de
maneira individual ou combinada, no desempenhderrdmacao dos teores de
cinzas Osseas, Ca e P na tibia. As aves forambdistas em delineamento
inteiramente casualizado, disposto em esquemaidiatrix 3 + 1, sendo trés
maneiras de suplementacdo da racdo com fitaseO(EB0 da 3-fitase/kg de
racdo; 1.500 FTU da 6-fitase/kg de racdo e comBmalas duas fitases na
proporcgéo de incluséo de 750 FTU/kg para cada enzimés relacdes Cai
(7,5:1,0; 6,0:1,0 e 4,5:1,0) mais uma dieta coatrpbsitivo, sem fitase,
formulada para atender as exigéncias nutriciorassasdles no periodo avaliado.
Seis repeticdes de quinze aves foram utilizadas ada tratamento avaliado.
Foram avaliados o consumo de racdo (CR), ganhoede (GP) e conversdo
alimentar (CA) dos frangos no periodo total. Aléissd, ao final do ensaio,
duas aves por repeticdo foram abatidas, para detida tibia esquerda para
posteriores andlises dsseas. Ndo houve interag@oaeforma de suplementacéo
da fitase e a relacdo Cg:pda dieta, nem efeito isolado destes fatores, para
CR, GP e teores de cinzas e Ca determinados i@ Tlambém n&o foi
observada interacdo entre os fatores avaliados @A das aves. Contudo,
independente da relacdo CaRla dieta, a 6-fitase proporcionou a melhor CA.
Por outro lado, independente da maneira de suptag@nda enzima, a relagéo
7,5:1,0 proporcionou a melhor CA. Além disso, pErdos os parametros de
desempenho avaliados, ndo houve diferenca entietaa@bntrole positivo e as
demais dietas experimentais. Entretanto, para o deoP na tibia, houve
interacéo das fitases e as diferentes rela¢teg&asendo que a racéo contendo
a enzima 6-fitase nas relacoes Gg, e 4,5:1 e 6,0:1,0 proporcionaram maior
deposicdo de P na tibia das aves. Em comparacaetea abntrole, as aves
alimentadas com a racdo formulada com a rela¢a®,£&.0:1,0 suplementada
com a 3-fitase, apresentaram menores teores dascésseas e P. Portanto, é
viavel formular dietas com relacdo CgPna racéo de 4,5:1 ou 6,0:1 e 1500
FTU kg‘1 da 6-fitase, e na relacdo 4,5:1,0 para a 3-fitéiieando-se apenas 1,0
g/kg de Igisp-
Palavras—chave: aves, cinzas 6sseas, desempentimagerfitato, relacéo
Ca:Pdisp.
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1. Introducéo

Os frangos de corte sdo animais que apresentara baiauséncia de
atividade da fitase endogena e, deste modo, de@com Lalpanmawia et al.
(2014), dois tercos do fésforo (P) presente emeamgle origem vegetal, em
forma de acido fitico, sdo excretados sem digegtlon disso, o acido fitico
tem uma capacidade substancial para complexar cétions divalentes,
incluindo calcio (Ca), formando complexos fitatorerial (SELE et al. 2009). A
formacdo desses complexos tem uma grande impatémtiicional, pois os
nutrientes complexados ndo podem ser absorvidastestino (LEI; PORRES,
2003). Desta forma, é crescente o uso de fitasesobi@nas nas dietas
fornecidas aos frangos de corte.

As fitases (hexafosfato de mio-inositol fosfohidis®s) hidrolisam as
ligacBes fosfoéster da molécula de fitato, tornamdddsforo hidrolisado
potencialmente disponivel para as aves (HAN eR@09). Deste modo, além de
aumentar a disponibilizacdo do P fitico, e assimuzi# a inclusdo de P
inorganico (Rorg) Na racdo (que é um recurso natural ndo-renovéveh dos
ingredientes que mais oneram a ra¢do), o usoake ftambém contribui com a
diminuicéo do impacto ambiental devido a menoreg@o de P no ambiente.

As fitases séo classificadas em duas categoriaacatelo com o local
onde a hidrélise do fitato se inicia. A 3-fitase C(E3.1.3.8) libera
preferencialmente o P na posi¢do C3, enquantoitasef(EC 3.1.3.26) inicia a
hidrélise na posicdo do C6 do anel de hexafosfatanib-inositol (SELLE;
RAVINDRAN, 2007). Porém, fitases microbianas di&# podem apresentar
diferentes estruturas e variadas propriedadesoftgiémicas e cataliticas
(MULLANEY; ULLAH, 2003), o que pode resultar em ditntes respostas de
desempenho e mineralizacdo éssea nos frangostde cor
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Em experimento de metabolismo, Naves (2012) avaliefeito do nivel
de inclusao de 6-fitase (0, 750, 1.500 e 2.250adwd de atividade da fitase,
FTU, por kg de dieta), em dieta deficiente em Ppahével (R, sobre o
coeficiente de hidrélise do P fiticog(R cujos valores foram determinados nas
dietas e nas excretas, e concluiu que 1.500 FTUpkgporcionaram o maior
aproveitamento dogP(88,45%). Ainda de acordo com Naves (2012), éipeks
reduzir o teor de R, da racéo de frangos de corte (dos 35 aos 42 diaade)
para 1,0 g/kg de racdo ao suplementé-la com 15Gfhdes de atividade de
fitase (FTU).

Entretanto, as condi¢cdes que otimizam a acadaizefe a eficiéncia do
P ainda n&o foram determinados, especialmente lagiiceao Ca (NARCY et
al., 2009). Segundo Angel et al. (2002), os nidgtéticos de Ca (e a relacéo
Ca:P) séo cruciais para a eficacia da fitase. PosEmpor um lado niveis
elevados de Ca e a relagdo Ca:P mais ampla nas,digninuem a eficicia da
fitase exdgena, (LEI et al. 1994), do outro, sufici@mcia nutricional pode
comprometer a integridade éssea e prejudicar axgesgho de frangos de corte
(SELLE et al., 2009).

Portanto, este trabalho foi realizado para detexmiqual tipo de
suplementacao, individual ou combinada, entre @3 @-fitase e qual a relacdo
Ca:Risp que possibilite a melhor deposicéo de cinzasjaél fosforo nos ossos
de frangos de corte, sem comprometer o desempentiqeriodo de 22 a 35

dias de idade.
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2. Material e Métodos

2.1. Aves e procedimentos experimentais

O experimento foi conduzido no Setor de AvicultdeaDepartamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras,silBralodos os
procedimentos experimentais foram aprovados pefaigddo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Lavras, sumimcolo n® 004/11.

Foram utilizados 900 frangos machos, da linhagemeccial Cobb-
500° na fase de crescimento (dos 22 aos 35 dias de)idad aves foram
adquiridas em incubatério comercial, com um diaddele e criadas em galpao
convencional para frangos de corte até os 21 daspondo um lote Unico.
Durante este periodo, agua e racéo foram forneaidastade. As rages foram
a base de milho e farelo de soja, formuladas pteadar as necessidades
nutricionais especificas de cada fase das avek4dée de 8 a 21 dias de idade)
segundo as recomendac¢fes de Rostagno et al. (2011).

No 22°dia, as aves foram pesadas individualmentapbeneizadas por
faixas de peso (936,39 %,94) e distribuidas em 60 boxes de 2,0 x 1,5ametr
(com 15 aves cada) em galpdo de desempenho. Cemdapexperimental foi
composta por um bebedouro e um comedouro do tipdyber e o piso coberto
com maravalha. As racdes foram fornecidas a vontddeacordo com os
tratamentos sorteados para cada parcela experimmassan como a agua que
também foi fornecida a vontade durante todo ensaio.

O programa de luz adotado foi o de luz continwem @4 horas de
iluminagcdo durante todo periodo experimental. @mpgeraturas e umidades
maxima e minima foram registradas, diariamentd,6akoras, por meio de um
termo-higrémetro localizado na parte central dp&al aproximadamente na



41

altura das aves. A média maxima e minima das textyyes no galpdo durante a
fase experimental foi de 34,0 °C e 19,9 °C, resmsuente. Ja a média da

umidade relativa méaxima foi de 96,7% e da umidathtiva minima de 41,9%.

2.2. Delineamento experimental e dietas

As 900 aves foram distribuidas em 10 tratamentabdla 1) com seis
repeticbes cada, totalizando 60 unidades experaizenbm 15 aves cada. O
delineamento experimental foi inteiramente casadbz disposto em esquema
fatorial 3 x 3 + 1, sendo trés relagbes GgRracdo com 0,10% de;Be com
nivel de Ca de 0,75%, atendendo a exigéncia, esagdm dois niveis de Ca
abaixo da exigéncia — 0,45 e 0,60%, resultanddr@asrelagdes Cagf} - 7,5;
6,0 e 4,5:1) e trés maneiras de suplementacdo tdse,fi cujo nivel de
suplementacéo foi de 1.500 FTU/kg, sendo: (1) 1600 da 3-fitase/kg de
racao; (2) 1.500 FTU da 6-fitase/kg de racdo e@@binacdo das duas fitases
na proporcao de 50:50 de modo a atender aos 1 BOKE:

Foram utilizadas fitases de diferentes origens ghianas, sendo a 6-
fitase uma enzima expressa gspergillus oryzagyeneticamente modificado
com genes d€itrobacter braakiienquanto a 3-fitase foi produzida parniger
modificado geneticamente pela adicdo do gene qdificaofitase deA. ficuum
As diferentes relagbes Caip foram ajustadas variando-se a quantidade de
fosfato e calcario nas racoes.

As dietas experimentais (Tabela 2) foram a basmitteo e farelo de
soja e disponibilizadas aos animais na forma fdeela racdo controle positivo,
sem adigcdo de fitase, foi formulada segundo aswendagdes de Rostagno et
al. (2011) para fins de comparacédo da eficiciaidsef e para atender as

necessidades nutricionais das aves. As demais sragfgerimentais foram
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deficientes em R, e suplementadas com fitase, considerando-se & es

enzima disponibilizaria osPequivalente ao atendimento da exigéncia g P

Tabela 1 Tratamentos experimentais

Tratamentos Relacao Ca:P* Fitase
1 2,0:1 Sem adicao de fitase
2 4,5:1 6-fitase
3 6,0:1 6-fitase
4 7,51 6-fitase
5 4,5:1 3-fitase
6 6,0:1 3-fitase
7 7,51 3-fitase
8 4,5:1 50% 3-fitase + 50% 6-fitase
9 6,0:1 50% 3-fitase + 50% 6-fitase
10 7,5:1 50% 3-fitase + 50% 6-fitase

* Dieta controle positivo foi formulada com 0,75% Ga e 0,34% deyR, Dietas com
relacdo 4,5:1 continham 0,45% de Ca e 0,10% gg Pietas com relagéo 6,0:1
continham 0,60% de Ca e 0,10% dgyPDietas com relagéo 7,5:1 continham 0,75% de

Cae 0,10% dedR,



Tabela 2 Composicado das dietas experimentais gargds de corte machos, Cobb 500, de 22 a 35 diamde (g kJ).

3-Fitase 6-Fitase 3/6Fitase
Ingredientes Relacdo Cap Relacéo Ca:Rp Relacdo Ca:R,

(g/kg de racéo) DCP 4,5:1 6,0:1 7,5:1 45:1 6,0:1 7,5:1 4,5:1 6,01 5.7,
Milho 605,00 605,00 605,00 605,00 605,00 605,00 ,@BD5 605,00 605,00 605,00
Farelo de Soja 45% 317,70 317,70 317,70 317,70 7817,317,70 317,70 317,70 317,70 317,70
Oleo de soja 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 36,00 ,0036 36,00 36,00 36,00
Fosfato Bicélcico 12,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000, 0,00 0,00 0,00
Calcério 7,80 8,80 12,50 16,20 8,80 12,50 16,20 08,8 12,50 16,20
Sal comum 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 4,50 450 504 4,50
DL-Metionina 99% 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60
L-Lisina HCI 99% 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90 1,90
Suplemento Miner8l 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Suplemento 0,450 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45 0,45
Vitaminicd
Cloreto de colina 60% 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Salinomicina 12% 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Avilamicina 20% 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
3-Fitase 0,00 0,15 0,15 0,15 0,00 0,00 0,00 0,075,079 0,075
6-Fitase 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,15 0,15 0,075,079 0,075
Inerte 9,60 20,95 17,25 13,55 20,95 17,25 13,55 920, 17,25 13,55
Composicgédo nutricional (g/kg de ragao)

EM®, (kcal/kg) 3.100 3.100 3.100 3.100 3.100 3.100 06.1 3.100 3.100 3.100
Proteina Bruta 194,98 194,98 194,98 194,98 194,9894,98 194,98 194,98 194,98 194,98
Célcio 7,50 4,52 6,02 7,52 4,52 6,02 7,52 4,52 6,02 7,52
Fasforo disponivel 3,40 1,06 1,06 1,06 1,06 1,06 061, 1,06 1,06 1,06
Fosforo total 5,63 3,29 3,29 3,29 3,29 3,29 3,29 293, 3,29 3,29
Lisina digestivel 10,79 10,79 10,79 10,79 10,79 740, 10,79 10,79 10,79 10,79
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“Tabela 2, conclusao”

3-Fitase 6-Fitase 3/6Fitase
Ingredientes Relagdo Caip Relacdo Ca:l, Relacdo Ca:R,
(g/kg de racéo) DCP 4,5:1 6,0:1 7,5:1 451 6,0:1 7,5:1 4,51 6,01 5.7,
Composicgédo nutricional (g/kg de racao)
Metionina + cistina 7,89 7,89 7,89 7,89 7,89 7,89 7,89 7,89 7,89 7,89
digestivel
Saédio 1,97 1,97 1,97 1,97 1,97 1,97 1,97 1,97 1,97 1,97
Treonina digestivel 6,98 6,98 6,98 6,98 6,98 6,98 ,986 6,98 6,98 6,98

“Dieta controle positivd Suplementado por kg de racdo: 55 mg de Zn; 0,18e®e; 0,70 mg de I; 10 mg de Cu; 78 mg de Mn; 48
mg de Fe’ Suplementado por kg de racéo: 0,48 mg de Acideofd8,70 mg de acido pantoténico; 0,018 mg derizotl,5 mg de
butilhidroxi-tolueno (BHT); 11,1 mg de niacina;@DUI de vitamina A; 0,8 mg de vitamina B1; 12,1bdég vitamina E; 8,1Qg de
vitamina B12; 3,6 mg de vitamina B2; 1,80 mg dawiina B6; 1500 Ul de vitamina D3; 1,44 mg de viteank3.°EM: Energia

Metabolizavel.

144
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2.3. Variaveis analisadas e analises laboratoriais

O consumo de ragédo (CR), ganho de peso (GP) eversdio alimentar
(CA) das aves foram avaliados no periodo experiahelira os célculos do GP,
pesagens das aves foram realizadas no 22° e 388 diade. O controle do CR
foi realizado com a pesagem da racdo e das sobsasomedouros no 22° e 35°
dia da fase experimental. A CA foi calculada dindb-se o CR pelo GP e
corrigida pela mortalidade das aves no periodo rerpatal, pesando-se a
racdo da parcela que houve a mortalidade.

A mortalidade foi monitorada diariamente, pela n@ameh pela tarde,
efetuando-se a correcdo do consumo e da CA. Alésodao final do ensaio,
aos 35 dias de idade, duas aves por repeticdopesmmeédio de cada parcela,
foram abatidas, por deslocamento cervical, paetieada da tibia esquerda. Os
ossos da tibia esquerda foram descarnados -cuidaeoga e limpos
manualmente para retirada dos musculos e tecidgantivos e submetidos a
secagem em estufa a 105°C por 12 horas. ApOs mstedimento, as tibias
foram desengorduradas no extrator de gordura coer étilico por
aproximadamente 12 horas, e posteriormente secaseaoovamente secas em
estufa a 105°C até obtencdo de peso constante, Estéibias foram pesadas e
submetidas & incineragdo na mufla a 600°C, durasis horas para
determinacdo do teor de cinzas. Com as amostragndas obtidas foram
determinados os teores de calcio e fosforo respectinte pelos métodos
935.13 e 965.17 da AOAC (2005).

2.4. Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de varidaAN®YVA) conforme

os procedimentos do pacote estatistico SAEG (UFUQ7R e quando
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significativa, as diferentes relagbes Gg;Pe as diferentes maneiras de
suplementacéo das enzimas foram comparadas emetodieste de SNK a 5%
de probabilidade, e os tratamentos do fatorialnfocmmparados ao controle,

gquando significativo, pelo teste de Dunnet (P<0,05)

3. Resultados

3.1. Consumo de racéo e ganho de peso

N&o houve (P>0,05) interacdo entre a forma deesupitacéo da fitase
e a relagdo CagyR, da dieta, nem efeito isolado destes fatores (ByOpara o
CR e GP das aves (Tabela 3). Comparado a dieteoppositivo, ndo houve
diferenca (P>0,05) entre esta e as demais dietpsrimentais para estas

caracteristicas avaliadas.

3.2. Conversao alimentar

Ao analisar a CA das aves, ndo houve (P>0,05)aicd® entre esses
fatores (Tabela 3), embora a forma de suplementdgiditase e a relacédo
Ca:Rjs, da dieta, tenham influenciado (P<0,05) a CA. Asaaldo a relacéo
Ca:Rjsp da dieta, a melhor CA das aves foi obtida com acéel Ca:Rs, de
7,5:1, sendo observado que a diminuigdo da rel@géRB;s, piorou (P<0,05) a
CA das aves, porém as diferentes relacdes 4gadd dieta ndo diferiram
estatisticamente (P>0,05) da dieta controle pasitiv

Por outro lado, independente da relacdo &Gg:Rla racéo, a
suplementacédo isolada da 6-fitase resultou na melRe0,05) CA, nao
diferindo estatisticamente da suplementacdo cordhirentre a 3 e 6 fitases
(50% 3-fitase + 50% 6-fitase). Entretanto, o usteido da 3-fitase proporcionou
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a pior CA. Além disso, em relacdo a dieta contmsitivo, nenhuma racéo
suplementada com fitase influenciou (P>0,05) a @A ffangos de corte no

periodo avaliado.

3.3. Cinzas 6sseas

Ndo houve interacdo significativa (P>0,05) entre fama de
suplementacédo da fitase e a relacéo ggpiRa dieta, nem efeito isolado destes
fatores, para cinzas o6sseas (CO) da tibia (TabglaEdtretanto, quando
comparado ao controle, a suplementacéo da enziit@s8-na relagdo Ca;iB

6,0:1 proporcionou menor (P<0,05) teor de cinzathia.

3.4. Calcio e Fosforo na tibia

As concentracdes de calcio nas tibias ndo foratadds (P>0,05) com
as diferentes formas de suplementacéo das fitasemeas diferentes relacdes
de Ca:Rsyna dieta (Tabela 4). Assim, o teor de Ca encontradiibia das aves
que receberam as dietas experimentais ndo difaquedas que consumiram a
dieta controle.

Entretanto, para o teor de P na tibia, houve (P¥0r@eracédo da forma
de suplementacgédo da fitase e a relagéo fga$endo que a enzima 6-fitase na
relacédo 6,0:1,0 foi a que proporcionou maior degdosde P na tibia das aves,
porém, nao diferiu estatisticamente do teor ded®rnado quando se utilizou a
relacdo Ca:lR, 4,5:1,0 (Tabela 4). J& a enzima 3-fitase mosteourmis
eficiente (P<0,05) em depositar P nas tibias d&s,aguando se utilizou a
relacéo Ca:f, 4,5:1,0.
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Também foi observado que as aves alimentadas capaa formulada
com a relagéo Cagk, 6,0:1,0 suplementada com a 3-fitase, em comparagéo

dieta controle, apresentaram menor teor de fostartbia.

4. Discussao

A suplementagéo de 1500 FTU de fitase em rac6es0cbddo de Rype
relacéo Ca:, variando de 4,5:1 ate 7,5:1 n&o influenciou o CR P das
aves, sugerindo que a suplementacdo da enzimdid@nee na hidrélise do
fitato e consequentemente na liberacdo de P esoutrtvientes, como o Ca.
Segundo Muniz et al. (2007), os minerais possugmelpaportante na nutricao
de frangos de corte, pois uma deficiéncia ou ercdgético impossibilita a
expressao do maximo desempenho na fase de cretwirS@guindo 0 mesmo
raciocinio, de acordo com Parmer et al. (1987)eficiéncia de P em aves é
caracterizada por uma reducdo no consumo de racéeduEdo do nivel
circulante do hormdnio do crescimento. Deste madtio diferenca encontrada
entre os tratamentos analisados, no CR e no GRaimdique n&o houve
deficiéncia de P ou outros nutrientes a ponto aeptometer o desempenho das
aves, mesmo em dietas consideradas deficientesaeenR; na fase de criagéo
avaliada.

Naves et al. (2012), analisando a eficiéncia de distintas fitases
microbianas suplementadas em rac¢des (1500 FTU/kggde), formuladas com
trés diferentes relacdes CgH3,5:1; 5,0:1 e 6,5:1), ndo encontraram interagéo
nem efeito isolado da relacdo Caftla dieta para o CR e GP das aves, no
periodo de 35 a 42 dias.

A melhor CA obtida com a suplementagdo da 6-fitase
independentemente da relacdo Gg&ilizada, sugere que o uso da 6-fitase na

racdo foi mais eficiente, em relacdo a 3-fitasesa pdisponibilizacdo dos
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nutrientes presentes na ra¢do em forma de fitafdat® interfere na secregéo e
atividade das enzimas enddgenas (LIU et al., 2008)juz a digestibilidade de
aminoacidos e minerais (COWIESON et al., 2006 &B®m disso, de acordo
com Wodzinski & Ullah (1996), a 3-fitase ndo é capa hidrolizar o inositol
monofosfato, enquanto a 6-fitase hidrolisa completate o acido fitico.

A diminuicédo da relagdo Ca;f da racéo piorou a CA das aves, sendo
gue a relagdo 7,5:1 foi a que proporcionou melborversdo, indicando que ao
formular a racdo com 7,5 g de Ca/kg atendeu-sdgémia de Ca, porém, ao
reduzir os niveis de Ca para valores menores dqug/Kg parece ter ocorrido
deficiéncia deste nutriente, piorando a CA das.aves

Segundo Lalpanmawia et al. (2014), a adicdo deeftaexperimentais
ou comerciais, em dietas de frangos de corte, aaneteor de cinzas na tibia
proporcionalmente a quantidade de P que elas fihesaisso infere que o teor
de cinzas na tibia € um indicador muito sensivetstado de P. Esta afirmag&o
esta de acordo com os resultados encontrados tnaktgho, uma vez que a
suplementacdo da enzima 3-fitase, na relagéo 4¢aBF0:1, proporcionou
concomitantemente menores teores de P e cinzass¢sgmndo comparados ao
grupo controle. Deste modo, a enzima 3-fitase, etacéio Ca:R, 6,0:1, foi
menos eficaz na hidrélise do fitato e biodispoigbitdo do foésforo interferindo
de forma negativa e direta tanto nos teores deidhtg na mineralizagédo 6ssea
dos frangos de corte.

Entretanto, as aves submetidas a este mesmo érattmfsuplementacéo
da 3-fitase, na relagdo Cg:pPde 6,0:1) obtiveram desempenho semelhante as
das aves que receberam niveis recomendados défapara fase de criagéo
analisada, inferindo que niveis de P abaixo dameadac¢do em dietas para
frangos de corte, compromete primeiramente os sedeeP nas tibias e, por
conseguinte, a mineralizacdo Ossea das aves, &3 ide@ comprometer o

desempenho.
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Varios autores, como Libal et al. (1969), Kochle{#84) e Gomes et
al. (1993), também relataram que a exigéncia dar® otimizar o desempenho
€ inferior aquele exigido para maximizar o desevianto 6sseo. O mesmo foi
verificado por Mello et al. (2012), que avaliandorequerimentos dietéticos de
Puisp para frangos de corte na fase de crescimento (23 dias de idade),
alimentados com dietas com relacéo Gg:€onstantes, verificaram que niveis
mais baixos de §2, melhoram o GP e a CA, porém 0os mesmo niveis ndo sdo
capazes de melhorar os parametros 0sseos dasVdaielsoup (1999) sugeriu
gue, em termos relativos, a exigéncia de P se déguinte ordem: calcificacéo
O6ssea> peso corporal> eficiéncia alimentar> maoladi.

As aves suplementadas com os diferentes tipostake ficom excecéo
da 3-fitase na relacdo Caif6,0:1, obtiveram porcentagens de cinzas 0sseas
similares ao das aves que receberam a dieta cantstd possivelmente esta
relacionado com a efetiva acdo da enzima, aumemtgmohcipalmente a
biodisponibilidade do P, mas também dos outros miseque participam da
formacdo 6ssea, como Ca, Mg, Zn, K, F, Na e atémmes Cu, antes
complexados na molécula de fitato. Vale ressajtar no presente estudo as
aves foram avaliadas no periodo de 22 a 35 diadadie, podendo ainda estar
em fase de crescimento 0sseo e, consequentemeaésssitar de maior aporte
de minerais.

Naves et al (2014), avaliando o uso de valoresqgde/&éncia da fitase
como base para redugdo dgy,Rm dietas para frangos de corte, de 8 a 21 dias
de idade, verificaram que a reducéo do teorsgdgrfa dieta de 3,9 para 2,5 g kg
! acompanhada da suplementacdo de 1.500 FTUrkgnteve desempenho e
teor de cinzas 6sseas semelhantes aos determipadpdrangos alimentados
com a dieta formulada com 3,9 g'kde Risp de racéo sem fitase.

A enzima fitase mostrou-se muito eficiente na Bigéo do Ca, o que

pode ser observado com a similaridade encontrad&aarode Ca na tibia das
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aves que foram submetidas aos diferentes trataméstmdo algumas dietas
formuladas com niveis de Ca abaixo do recomendblipetatura), com as aves
que receberam a dieta controle. Augspurger & B#RO04) realizaram um
estudo com frangos de corte suplementando uma did¢tase de milho/soja
deficiente em Ca (4,8 g/kg) com fitaseElecoli (500 FTU/kg) e concluiram que
a fitase liberou em média 0,90 g de Ca/kg de rag@mbase nas cinzas da tibia.
Entretanto, Yan et al. (2006), avaliando a inclugddl.000 FTU kg de fitase
em dietas a base de milho e farelo de soja, contedd niveis de Ca e oito
niveis de P néo fitico, concluiram que a fitaseribgquantidades minimas de Ca
em frangos de corte.

De acordo com os resultados obtidos para os teerEsna tibia das aves,
a enzima 6-fitase mostrou-se mais eficaz na hgldlio fitato, entretanto ao
utiliza-la concomitantemente com a maior relagdoPggna dieta (7,5:1)
resultou em menor deposicdo de P na tibia, refdoanhipétese de que um
maior teor de cdlcio na racdo compromete a efic@aitalitica da fitase.
Segundo Ravindran, Cowieson & Selle (2008), asdit sdo mais eficientes em
dietas com reduzido teor de Ca e baixa relacdo (ad® possivelmente ocorre
devido o Ca em excesso se ligar a molécula de fitatacido fitico formando
compostos que ndo sdo degradados eficientemente fijabe (TAMIN;
ANGEL, 2003).

Um aumento nos niveis de Ca em dietas de frangesrile, de 1,2 para
5,2 g / kg, reduz a hidrélise do fitato de 55,0%apd,6%, respectivamente,
(NELSON; KIRBY, 1987). Além disso, uma reducdo médgeis de Ca dietético
de 10,0-5,0 g / kg de racdo aumentou a hidrolisétam em frangos em 15%,
de acordo com Subba Rao & Narasinga Rao (1983).



Tabela 3 Desempenho de frangos de corte (22 @8%ld idade), alimentados com ragfes contendedites relagédo calcio:fésforo
disponivel (Ca:Ry,) suplementadas com 3-fitase e/ou 6-fitase.

Consumo de ragao (kg/ave) Ganho de peso (kg/ave)onvetséo alimentar (kg/kg)
Relagdo Ca:fpna Relagdo Ca:R,na Relagdo Caf,na
racao ragao racao
Forma de suplementacéo da fitase 4,5:1,0 6,0:1,07,5:1,0 Média 4,5:1,06,0:1,07,5:1,0 Média 4,5:1,06,0:1,07,5:1,0 Média
3-Fitase (1.500FTU/kg) 2,197 2,192,179 2,1911,271 1,273 1,307 1,284 1,73 1,73 1,67 1,71A
6-Fitase (1.500FTU/Kg) 2,212 2,182,254 2,216 1,310 1,307 1,356 1,324 1,69 1,67 1,66 1,67B
3-fitase + 6-fitase (750+750 FTU/kg)2,265 2,228 2,184 2,226 1,358 1,306 1,304 1,323 1,67 1,71 1,68 1,68A
B

Média 2,225 2,203 2,206 1,313 1,295 1,322 1,70a 1,70a 1,67b
Dieta controle positivo 2,190 1,313 1,67
P-valor
Forma de suplementacéo da fitase x NS NS NS
Ca:Rﬂisp
Forma de suplementacao da fitase NS NS P <0,05
Relagdo Ca:Rp NS NS P <0,05
Coeficiente de variagao (%) 3,68 4,47 2,21

Médias seguidas por letras mailsculas na columoletras mindsculas na linha diferem entre st (RP05) pelo teste de Student-

Newman-Keuls.
11,500 unidades de atividade de fitase (FTU)/kgadéa ’Dieta sem fitase suplementar, formulada com 7,6 gadcio/kg de racéio e

3,4 g de fasforo disponivel/kg de racao.

ZS



Tabela 4 Cinzas 6sseas, célcio (Ca) e fésforadRibia de frangos de corte, recebendo racdesmdmdiferentes relagéo
calcio:fosforo disponivel (Cagk,) suplementadas com fitase.

Cinzas (%) Célcio (%) Fosforo (%)
Relacdo CaR,na Relacdo CaR,na Relagdo CaRyna

racao racao racao
Forma de suplementacao da fitase 4,54,01,07,5:1,0 Média 4,5:1,06,0:1,07,5:1,0Média 4,5:1,06,0:1,0 7,5:1,0 Média
3-Fitase (1.500FTU/Kkg) 51,04 49,7650,31 50,37 36,19 35,84 36,82 36,28 17,19a15,81*B15,99b 16,33

b

6-Fitase (1.500FTU/KQ) 50,84 51,431,09 51,12 36,84 37,29 37,30 37,14 17,35al18,18Aal16,39b 17,31
3-fitase + 6-fitase (750+750 FTU/kgp0,88 50,88 51,13 50,96 36,52 35,77 37,54 36,61 17,13 16,11 B17,25 16,83
Média 50,92 50,6950,84 36,52 36,30 37,22 17,22 16,70 16,54
Dieta controle positivb 51,91 37,56 17,16
P-valor
Forma de suplementacao da fitase x NS NS P<0,05
Ca:Rﬁisp
Forma de suplementacao da fitase NS NS P <0,05
Relagdo Ca:Rp NS NS NS
Controle x Fatorial P<0,05 NS P<0,05
Coeficiente de varia¢do (%) 1,86 5,21 6,23

Médias seguidas por letras mailsculas na columeoletras minusculas na linha diferem entre si (RO5) pelo teste de Student-
Newman-Keuls.

!Dieta sem fitase suplementar, formulada com 7,6 gadcio/kg de racéo e 3,4 g de fésforo disporkyele racao.

" Difere da dieta controle positivo, pelo teste deet, a 5% de probabilidade.

€§
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5. Conclusédo

O consumo de racao, o ganho de peso das aveyesigi® de Ca na
tibia de frangos de corte ndo sdo afetados pealsafde suplementacao da fitase
nem pela relacdo Cg; da racdo. A CA das aves foi pior com a utilizagéo
enzima 3-fitase. Porém, a associacdo das duas anziesulta em CA
semelhante.

O uso de fitases (1500 FTU/ kg de racdo) em digtas frangos de
corte na fase de crescimento (22 a 35 dias de)idadéavel ao se formular
dietas com relacéo Caifgde 4,5:1,0 ou 6,0:1,0 utilizando-se apenas 1,6 de&k
Puisp € Na relagéo 4,5:1,0 para a 3-fitase, ndo congtendo o desempenho e a
mineralizacdo 6ssea das aves. Entretanto, ao Beamuta suplementacéo
combinada das enzimas (750 FTU da 3-fitase + 780 & 6-fitase), a relacdo

Ca:Risp da dieta néo interfere nos teores de fosforo disflizados.
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