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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com frangos de corte até 42 dias de idade,
objetivando avaliar os efeitos de carboidrases, proteases e fitase, suplementadas
nas racdes. No primeiro utilizou-se 9 tratamentos com 8 repeti¢bes, sendo: )
racdo controle positivo (CP); Il) racdo controle negativo 1 (CN1), com reducéo
de 100 kcal/kg de EMA, 3% de aminoécidos (aas) limitantes, 2% de proteina
bruta (PB) e 0,12 pontos porcentuais (p.p) de fésforo disponivel (Pd) e célcio
(Ca); ) racdo controle negativo 2 (CN2), com reducdo de 150 kcal/kg de
EMA, 3% de aas limitantes, 2% de PB e 0,12 p.p de Pd e Ca; IVV) CN1 + fitase +
carboidrase 1 (o0 — amilase e  — glucanase); V) CN1 + fitase + carboidrase 2
(xilanase e B — glucanase); VI) CN1 + fitase + carboidrase 3 (o-galactosidase,
galactomananase, xilanase e B-glucanase); VII) CN2 + fitase + carboidrase 1;
VII1) CN2 + fitase + carboidrase 2; 1X) CN2 + fitase + carboidrase 3. Na fase de
1 a 21 dias, apenas a carboidrase 1foi efetiva em aumentar o ganho de peso (GP)
das aves e melhorar a converséo alimentar (CA). N&o houve diferenga na
digestibilidade da matéria seca (MS), da proteina bruta (PB) e do extrato etéreo
(EE), mas todas as carboidrases suplementadas na racdo CN1 recuperaram 100
kcal de EMA/kg de racdo. Nas fases subsequentes (de 1 a 35 e 1 a 42 dias), as
carboidrases 1 e 3 proporcionaram maiores GP, mas sem melhorias na CA. O
aproveitamento dos nutrientes e da energia foi menor em relacdo ao CP para
todas as aves alimentadas com as racBes CN. Os tratamentos avaliados, com
diferentes enzimas ndo influenciaram as caracteristicas de carcaca, cortes e a
biometria dos 6rgaos. Na fase inicial recomenda-se a utilizagdo das enzimas a. -
amilase, B — glucanase e fitase em ragdes com reducdo dos nutrientes e da
energia. No segundo experimento foram utilizados 7 tratamentos e 8 repeticGes.
Os tratamentos foram: 1) CP; 1) CN1, reducdo de 100 kcal de EMA, 7,0% de
aas e PB e 0,12 pontos percentuais de Pd e Ca; I11) CN2, reducao de 100 kcal de
EMA, 10% de aas e PB e 0,12 pontos percentuais de Pd e Ca; IV) CNL1 + fitase
+ carboidrases (oo — amilase e f — glucanase) + protease 1; V) CN1 + fitase +
carboidrases + protease 2; VI) CN2 + fitase + carboidrases + protease 1; VII)
CN2 + fitase + carboidrases + protease 2. Na fase inicial a protease 1 na racéo
CN1 proporcionou melhoria na CA, sem diferir do CP. Na fase de 1 a 35 dias as
proteases melhoraram a CA, assim como na fase total (1 a 42 dias), salvo a
protease 1 na racdo CN2. A suplementacdo enzimatica aumentou a
digestibilidade da PB na fase final e teor de cinzas na tibia. Ndo houve diferenca
nas caracteristicas de carcaca. A suplementacdo de fitase, a - amilase, PB-
glucanase e protease pode ser utilizada em ragdes para frangos de corte, com
reducdo de 100 kcal de EMA, 10% na PB e aas limitantes e 0,12 p.p de Ca e Pd.

Palavras-chave: amilase, glucanase, fitase, protease.



ABSTRACT

Two experiments were conducted with broilers until 42 days of age, to evaluate
the effects of carbohydrases, proteases and phytase supplementation in diets. At
first used 9 treatments with 8 repetitions: 1) positive control diet (PC), II)
negative control diet 1 (NC1), reduction of 100 kcal / kg of AME, 3% amino
acids (aas) limiting, 2% crude protein (CP) and 0.12 percentage points Pd and
Ca, Ill) negative control diet 2 (NC2), reduction of 150 kcal’kg of AME,
limiting aas 3%, 2% CP, 0,12 percentage points Pd and Ca; 1VV) NC1 + phytase
+ carbohydrase 1 (a - amylase and B - glucanase), V) NC1 + phytase +
carbohydrase 2 (xylanase and B — glucanase), VI) NC1 + phytase +
carbohydrase 3 ( a-galactosidase, galactomannanase, xylanase and 3-glucanase),
VII) NC2 + phytase + carbohydrase 1, VIII) NC2 + phytase + carbohydrase 2,
IX) NC2 + phytase carbohydrase 3. From 1 to 21 days, only carbohydrase 1 was
effective in increasing weight gain (WG) of the birds and improve feed
conversion (FC). There was no difference in the digestibility of dry matter
(DM), crude protein (CP) and ether extract (EE), but all carbohydrases in diets
supplemented NC1 recovered 100 kcal AME/Kg. In subsequent phases, the
carbohydrases 1 and 3 provided greater WG, but without improvements in FC.
The use of nutrients and energy was lower compared to PC for all birds fed diets
NC. Enzymes and diets did not affect carcass characteristics, cuts and biometrics
organs. In the initial phase it is recommended the use of enzymes a - amylase, 8
- glucanase and phytase in diets with nutrient reduction and energy. The second
experiment used 7 treatments and 8 replications. The treatments were: I) PC, 1)
NC1, reduction of 100 kcal of AME, 7.0% of aas and CP and 0.12 percentage
points Pd and Ca, I1l) NC2, reduction of 100 kcal of AME, 10 % of aas and CP
and 0.12 percentage points Pd and Ca, IVV) NC1 + phytase + carbohydrases (o -
amylase and B - glucanase) + protease 1, V) NC1 + phytase + carbohydrases +
protease 2, VI) NC2 + phytase + carbohydrases + protease 1, VII) NC2 +
phytase + carbohydrases+ protease 2. In the initial phase the protease 1 ration
NC1 provided improvement in FC without differ from PC. From 1 to 35 days
proteases improved FC, as well as the total phase (1-42 days), except for the first
protease in the feed NC2. The enzyme supplementation increased digestibility of
CP in the finals phase and ash content of the tibia. There were no differences in
carcass characteristics. Phytase supplementation, a-amylase, protease and B-
glucanase in diets with reduced nutrient and energy, can be used up to 42 days
without decrease in performance, digestibility of CP and DM, in carcass
characteristics and bone ash of broilers.

Key worlds: amylase, glucanase, phytase, protease.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A utilizacdo de enzimas na producdo de aves é amplamente aceita e
embasada cientificamente, pois, dependendo do tipo de enzima utilizada,
podem-se observar melhorias no desempenho, digestibilidade dos nutrientes,
morfometria e saude intestinal.

Em virtude das fontes inorganicas de fosforo (P) serem esgotaveis e
onerosas, somado as demandas da sociedade relacionadas a reducdo da poluicdo
ambiental, as fitases foram as pioneiras a serem estudadas e testadas nas dietas
avicolas e certamente sdo responsaveis por mais da metade da fatia do mercado
mundial de enzimas, sustentada pela sua eficiéncia comprovada.

Nos ultimos anos, o0 uso de enzimas evoluiu consideravelmente em funcéo do
custo crescente dos ingredientes das formulacdes para as aves e pelo aumento da
oferta de produtos que atuam em diferentes substratos.

O uso de um segundo grupo enzimatico e talvez, um terceiro, tais como
carboidrases e proteases, em sequéncia a fitase, é o desafio presente para 0s
nutricionistas. Em dietas baseadas em milho e farelo de soja existem varias
oportunidades para ganho de eficiéncia. Em primeiro lugar, entretanto, é preciso
adotar conceitos corretos direcionando a acdo desses produtos aos substratos
desejados.

As enzimas podem atuar diretamente sobre os substratos ou através da
degradagdo da parede celular permitindo o acesso aos substratos que, por
estarem no contetido celular, de outra forma nado estariam disponiveis.

Proteina e amido sdo nutrientes considerados com alta digestibilidade,

embora, ndo sejam completamente degradados no trato gastrointestinal. Esses



representam, entretanto, as maiores propor¢es dos componentes das racfes das
aves e, dessa forma tém impacto econdmico mesmo quando pequenas melhorias
na sua digestibilidade sdo produzidas por enzimas exdgenas. O uso de amilases e
proteases justifica-se pela oportunidade de otimizar o aproveitamento dos
alimentos. Por outro lado, as xilanases e glucanases, cujo substrato localiza-se na
parede celular, apesar de ndo levarem a liberacdo de grandes quantidades de
energia a partir de sua agéo direta sobre estes compostos complexos, auxiliam na
exposicdo de proteinas, amido e outros compostos as enzimas de secrecao
enddgena.

A combinacdo de enzimas em dietas para aves representa um potencial a
ser investigado, mas, apesar de existir substratos nas racbes para todas as
enzimas do mercado, resta estabelecer, consensualmente, as respostas
especificas em cada fase de crescimento do frango, limites fisioldgicos do
aproveitamento de nutrientes e da energia, no momento em que se utiliza
diferentes grupos de enzimas em uma mesma formulacgéo.

Portanto, objetivou-se com esse trabalho avaliar reducdes nutricionais e
da energia metabolizavel, em ragdes suplementadas com fitase, diferentes
carboidrases e proteases disponiveis no mercado, através do desempenho,
caracteristicas de carcaca, cinzas 0sseas, aproveitamento da energia e
digestibilidade de nutrientes para frangos de corte, durante toda a fase de criacdo
(1 a 42 dias).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Produtos enzimaticos e formas de utilizagéo

Estdo disponiveis no mercado diferentes tipos de produtos enzimaticos
(fitases, amilases, proteases, xilanases, celulases, glucanases, etc) sendo que a
maior parte desses apresenta mais de uma atividade, enquanto uma quantidade
menor de produtos apresenta especificidade a apenas um substrato
(monocomponentes). Produtos contendo mais de uma atividade enzimatica séo
chamados de complexos, que sdo originados a partir de fermentacdo com um
micro-organismo original, ou entdo misturas (“blends”) de enzimas obtidas a
partir da fermentacdo de varios micro-organismos. Entretanto, produtos mono
componentes tém apenas uma atividade enzimatica e sdo originados a partir de
um micro-organismo de origem.

O fato de as enzimas serem especificas em suas reacfes determina que
os produtos gque tenham s6 uma enzima sejam insuficientes para produzir o
maximo beneficio, sugerindo que misturas de enzimas sejam mais efetivas no
aproveitamento dos nutrientes das dietas (TEJEDOR et al., 2001). Entretanto,
resultados inconsistentes e varidveis sdo frequentemente encontrados pela
existéncia de mais de uma atividade enzimatica em um Unico tratamento,
dificultando uma interpretacdo mais precisa de cada enzima ao nivel
experimental.

Recentemente, muitas pesquisas demonstram que a associacdo de
diferentes enzimas em dietas para aves promove melhores resultados de
desempenho, pois elas atuam de forma sinérgica, de maneira que algumas

degradam componentes dos alimentos, que sofrerdo posteriormente agdo de
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outras enzimas adicionadas no complexo, ou até mesmo das enzimas enddgenas,
melhorando o aproveitamento geral dos nutrientes pela ave.

A incorporacdo dessas enzimas nas formulagfes pode ser feita de duas
maneiras, ambas com finalidades técnica e econémica. A primeira é a aplicacdo
“on top”, que consiste na suplementagdo da enzima, como outro aditivo
qualquer, sobre uma formulagéo padrao, com o objetivo de melhorar o ganho de
peso e/ou a conversdo alimentar das aves. Segundo Bertechini e Brito (2007) o
conceito “on top” normalmente apresenta resultado imprevisivel por uma série
de fatores, entre os quais se destacam: o desajuste de matrizes nutricionais dos
ingredientes basicos na formulacdo, as margens de seguranca praticadas pela
indastria avicola, aliadas a limitacdo fisiologica das aves em fases especificas
para se melhorar a sua eficiéncia alimentar, pela melhoria no aproveitamento de

nutrientes de uma dieta.

Aves em fases fisioldgicas especificas pode ser um foco interessante
para esta pratica do uso de enzimas, como a fase pré-inicial, onde aves de corte e
de postura apresentam limitacdes no aproveitamento de nutrientes (producdo
enddgena de enzimas) e as exigéncias preconizadas contribuem para 0 uso em
alto volume de ingredientes com eventuais componentes anti-nutritivos em
maior proporcdo, como o farelo de soja, ingrediente que contém,
proporcionalmente, mais fitato e polissacarideos ndo amilaceos (PNA’s), em
relagdo ao milho. Outra situacéo a ser avaliada seria o uso de amilase na fase de
crescimento ou abate onde mesmo com trato digestorio desenvolvido, estudos
apontam uma lacuna na digestdo de amido por parte de aves de corte, assim
como aves poedeiras no pico de produgdo, com alta demanda nutricional e com
baixa capacidade de consumo inerente a genética ou qualquer fator externo
como temperatura (BRITO, 2011).
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A segunda opcdo seria alterar a formulacdo da racdo, por meio da
reducdo dos nutrientes, e adicionar enzimas exdgenas para restaurar o valor
nutricional da dieta padrdo que visa 0 mesmo desempenho de uma dieta com os
niveis nutricionais recomendados. O uso mais frequente das enzimas na
avicultura brasileira é através da reducdo de nutrientes das dietas, destacando-se
a formulacdo com matrizes nutricionais especificas. A viabilizacdo econdémica
dessas formulagGes sustenta essa pratica com a expectativa de, no minimo,
manter o desempenho, impactando diretamente no custo com alimentagdo por
unidade de ganho e consequentemente no custo final.

Apos a suplementacdo nas dietas, a acdo catalitica das enzimas depende
de uma série de fatores, tais como: concentragdes do substrato e da enzima,
temperatura, variagdo do pH, umidade e da presenca de co-enzimas, resisténcia
a atividade proteolitica e inibidores no local em que ocorrerd a reagdo. A
termoestabilidade da enzima é outro fator que afeta sua acdo catalitica, pois
depende do tipo de micro-organismo que produz a enzima, sendo menos
resistentes (até 75°C) aquelas produzidas por fungos e mais resistentes (80 a
90°C) as produzidas por bactérias (OFFICER, 2000).

2.2 Fitato e a enzima fitase

Trés terminologias sdo usadas na literatura para descrever o substrato
para a enzima fitase, que sdo: fitato, fitina e acido fitico. O termo mais utilizado
é o fitato, que é uma mistura de sais de acido fitico (hexafosfato de mio-inositol;
IP6), ou seja, ocorre quando o &cido fitico se liga a fons de Na*, Mg*™, K*, Ca™" e
Zn, dentre outros. O termo fitina refere-se especificamente ao complexo
depositado de IP6 com potassio, magnésio e calcio como acontece em plantas,

considerando que &cido fitico é a forma livre de IP6. Os minerais e outros
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nutrientes, uma vez ligados a molécula de acido fitico, tornam-se indisponiveis
ao animal, ou seja, ndo sdo digeridos (DARI, 2006; SELLE; RAVINDRAN,
2007).

A fitase comercial ou mio-inositol hexaquifosfato fosfohidrolase é uma
enzima pertencente, na sua maioria, ao grupo das fosfatases de histidina acida,
que hidrolisa o acido fitico e seus sais, produzindo inositol, inositol monofosfato
e P inorganico (CASEY; WALSH, 2004). Os sais de acido fitico sdo complexos
organicos de armazenagem de fosforo nas plantas, correspondendo,
aproximadamente, a 2/3 do total presente nas plantas (ROSTAGNO; SILVA,
1998).

O fitato é sintetizado a partir da fosforilagdo completa do mio-inositol,
que por sua vez, tem a glicose como precursora (ALMEIDA et al., 2003).

Quanto maior é o grau de fosforilagdo do mio-inositol, maior é o seu
poder de complexacdo com nutrientes, pois o numero de cargas ibnicas
influencia a capacidade complexante e a desprotonacdo dos grupos fosfatos esta
intimamente ligada ao pH no qual a molécula se encontra. A maioria das fitases
comerciais atuam em baixo pH, em virtude da sua eficiéncia de atuacdo sobre o
substrato livre (fitato ndo complexado) e porque a afinidade do fitato com ions
ou moléculas aumenta com o aumento do pH de 5,0 a 8,5 no trato digestério das
aves (OH et al., 2006).

No Brasil, mais de 50% do plantel de frangos de corte recebe fitase nas
dietas, isto, sem duvida, esta alicercado na especificidade da acdo desta enzima
sobre um substrato especifico, melhorando a disponibilidade do fésforo.
Contudo, sabe-se que a mesma pode melhorar também a disponibilidade de
outros minerais, bem como de proteinas e a energia das dietas (THOMPSON;
YOON, 1984; KORNEGAY, 2001, RAVINDRAN et al., 2001; CAMDEN et
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al., 2001; KIES, 2005; COWIESON; ACAMOVIC; BEDFORD, 2006;
MENEGHETTI et al., 2011).

O teor preconizado de fitase (FTU) pela indUstria, em dietas para
frangos de corte, é de 500FTU/kg de dieta, o qual libera, em média, 0,1% de
fésforo disponivel (DARI, 2006). Porém, o preco da enzima, atualmente,
permite maior inclusdo como estratégia nutricional para reduzir a inclusdo de
certos ingredientes, diminuir o custo de formulacdo e, consequentemente,
reduzir a excregdo de poluentes ao ambiente. Embora alguns trabalhos
demonstrem 6timos resultados com teores acima de 1.000FTU/kg em racdes
para aves, evidenciando, por exemplo, aumentos lineares na retencdo de fésforo
total, como demonstrado por Shirley e Edwards Junior (2003) e Meneghetti et
al. (2011).

Quando se avalia o uso de fitase sobre os coeficientes de digestibilidade
de aminoacidos, os efeitos sdo intermitentes e dependente do aminoacido
(SELLE et al, 2000; ADEOLA; SANDS, 2003), com valores
proporcionalmente maiores para treonina, cisteina, arginina, e serina, do que, por
exemplo, metionina. Este fato sugere que os coeficientes de digestibilidade
melhorados sdo para agueles aminodcidos encontrados em maiores
concentracdes em enzimas enddgenas e mucinas (FORSTNER; FORSTNER,
1994).

Parece ser que, os efeitos da fitase nas ragdes dos animais sejam
liberagdo dos nutrientes indisponiveis, bem como redugdo dos efeitos anti-
nutritivos do fitato.

Além de disponibilizar mais energia pela liberagdo dos nutrientes
complexados com o 4cido fitico, a fitase diminui os requerimentos energéticos
da ave em virtude do fitato da dieta promover alteracdo no turnover das células

do intestino, provocando maior producdo de mucinas e, consequentemente,
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aumentando a perda de nitrogénio enddgeno, indiretamente via redugdo da
solubilidade da proteina dietética, com uma cascata subsequente que altera a
dindmica intestinal através de mecanismos secretorios e absortivos. Ou seja,
maior liberacdo de suco gastrico no estbmago e bicarbonato de sédio no limen
intestinal, pode afetar mecanismos absortivos, em virtude da possivel falta de
sodio para o transporte dos nutrientes, reduzindo diretamente a digestibilidade
(COWIESON; ACAMOVIC; BEDFORD, 2006).

Baseado nessas informagdes, provavelmente, pesquisas futuras para
fitase devem se concentrar em elucidar os efeitos sobre secre¢fes enddgenas,
turnover de proteina e os efeitos do equilibrio acido-base e potencial osmético
sobre a eficacia da fitase e desempenho das aves (COWIESON; HRUBY;
PIERSON, 2006).

2.3 Carboidrases

O termo carboidrase, quando se refere as enzimas exogenas, inclui duas
distintas classes com atividades diferentes, a amilase e aquelas coletivamente
classificadas como enzimas que degradam polissacarideos ndo amilaceos. A
base tedrica, geral, seria que o primeiro grupo complementaria a acdo das
amilases endogenas, enquanto o segundo seria suplementado nas ragdes devido a

auséncia da producao dessas enzimas pelas aves.

2.3.1 Amido e a enzima amilase

Estruturalmente, o amido é um homopolissacarideo composto por
cadeias de amilose e amilopectina. A amilose é formada por unidades de glicose
unidas por ligagdes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear. Ja a

amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em a-1,4 e a- 1,6,
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formando uma estrutura ramificada. As propor¢fes em que essas estruturas
aparecem diferem em relacdo as fontes boténicas, variedades de uma mesma
espécie e, mesmo numa mesma variedade, de acordo com o grau de maturagao
da planta (ELIASSON, 2004).

No granulo de amilose, as moléculas se encontram em estrutura
helicoidal que dificulta a entrada de agua, ou até mesmo forca a saida de dgua do
interior do granulo. Com a menor infiltracdo de agua no interior do granulo, o
acesso das enzimas digestivas também se torna dificultado. Assim sendo, as
amilases praticamente s6 tem acesso as extremidades do granulo fazendo com
que a glicose seja liberada de maneira mais lenta, porém com maior constancia e
durante um tempo maior, quando comparados aos granulos de amilopectina.

A amilose pode estar presente sob a forma de complexos amilose-
lipidios (LAM — lipid-amylose complexes) ou de amilose livre (FAM — free
amylose). Os LAM, embora detectados no amido nativo, possivelmente sejam
formados em maior extensdo durante altas temperaturas ou durante a
retrogradacdo do amido, inibindo a atuacdo de enzimas como fosforilases a-
amilase e B-amilase. Outros complexos de inclusdo helicoidal que podem ser
formados com a amilose incluem alguns 4alcoois e 4&cidos organicos
(ELIASSON, 1996; ELIASSON, 2004).

A amilopectina esta arranjada também em granulos, mas sua estrutura
ramificada permite um maior espagamento entre as moléculas facilitando a
entrada de agua que, por sua vez, carreia com grande facilidade as enzimas
digestivas, amilases e amiloglicosidases, no processo de digestdo. Desta forma,
ndo somente as extremidades, mas todo o granulo sofre o ataque enzimatico ao
mesmo tempo, liberando grandes quantidades de glicose rapidamente.

A digestibilidade do amido é alta em animais ndo ruminantes, cerca de
85 a 95% (GRACIA; ARANIBAR; LAZARO, 2003; SOTO-SOLANOVA et
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al., 1996). A idade das aves pode afetar esses valores, pois de acordo com Nitsan
et al. (1991) a atividade da a-amilase produzida pelo pancreas diminui do 3° ao
6° dia ap6s o nascimento do pinto, entretanto, aumenta em seguida
aproximadamente 10 a 20% no 11° dia de vida. Dessa forma, reduzida a-
amilase enddgena pode limitar o aproveitamento do amido nos primeiros dias
apo6s eclosdo. Entretanto, ndo se pode generalizar que baixos valores de
digestibilidade do amido em aves jovens sdo decorrentes dos niveis de a-
amilase, pois outros fatores intrinsecos e extrinsecos podem ser atribuidos, como
interacdo entre o amido e outros componentes, e as propriedades fisico-quimicas
da estrutura do amido em si (WISEMAN, 2006).

A maior parte da digestdo do amido ocorre no intestino delgado (ID), o
qual produzira glicose, entretanto, ao chegar intacto no intestino grosso (IG)
ocorrerd fermentacdo e &cidos graxos serdo produzidos por micro-organismos,
sendo menor a eficiéncia de utilizacdo do amido por essa ultima via (NOBLET
et al., 1994). Influencia da regido do ID também tem sido encontrado em aves,
pois a digestibilidade aparente do amido parece aumentar ao longo dessa porcao,
sendo maior no ileo posterior (WEURDING et al., 2001).

Essas fracbes de amido ndo digeridas pelas aves sdo chamadas de
amidos resistente. Cerca de 15% do amido presente no milho pode ser
classificado como amido resistente, o qual pode servir de substrato para
bactérias presentes na parte distal do trato digestivo (BEDFORD, 2000).

Sobre os diferentes tipos de amido resistente, Cowieson e Adeola (2005)
relatam 3 subcategorias: RS1 amido ndo digerido devido associacdo ou
encapsulamento na matriz do alimento com outros compostos como carboidratos
ou proteinas; RS2 amido ndo digerido devido a estrutura e conformacdo dos

granulos de amido; RS3 est4 associado aos efeitos do processamento pelo qual
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passa 0 amido, por exemplo, gelatinizacdo, devido acdo térmica e a formacao de
pontes de hidrogénio

A amilase ex6gena é produzida a partir de diferentes micro-organismos,
como fungos e bactérias (principalmente do género Aspergillus e Bacillus,
respectivamente), sdo hidrolases capazes de degradar o amido, e seus produtos
de hidrolise, até sacarideos menores.

A suplementacéo de amilase em dietas animais complementa as enzimas
enddgenas e auxilia na exposicdo do amido mais rapidamente a digestdo no
intestino delgado, conduzindo ao aumento na utilizacdo do nutriente, com
consequente melhoria nas taxas de crescimento (SHEPPY, 2001).

No milho, diferencas na digestibilidade do amido parece ser um dos
principais fatores que contribui para a variabilidade na energia metabolizavel
entre diferentes partidas (YU; CHUNG, 2004). Além das diferentes formas de
estrutura espacial dos polimeros de amido, a presenca de amido resistente e dos
polissacarideos ndo amilaceos contribuem para esse fato.

A grande quantidade de alimento ingerido (em relacdo ao seu peso e a
secrecdo enddgena de enzimas), a alta velocidade de passagem do alimento pelo
trato digestorio, bem como o baixo tempo de retencdo (aproximadamente 3
horas), podem ser agravantes da digestibilidade do amido pelos frangos.

Portanto, justifica-se a utilizacdo de amilase em ragdes para frangos de corte.

2.3.2 Polissacarideos ndo amilaceos e suas enzimas especificas

Os PNA’s, principais constituintes da parede celular dos vegetais, sdo
polimeros de acucar que ndo podem ser digeridos pelas aves, devido a natureza
de suas ligacOes, sendo resistentes a hidrolise no trato digestivo (ROSA;
UTTPATEL, 2007). O contelido de PNA"s nas plantas varia ndo somente pela
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espécie vegetal, mas também pelo gendtipo e cultivar da mesma espécie
(CHOCT; ANNISON, 1990).

A composicdo dos polissacarideos, a natureza das ligacOes entre 0s
monossacarideos, a solubilidade, as caracteristicas fisico-quimicas e o0 peso
molecular, afetam as suas propriedades, assim como o requerimento de enzimas
para hidrolisa-los (CLASSEN; BEDFORD, 1991).

O modo de acdo é diferente entre os PNA’s sollveis e insoluveis e vai
depender da quantidade dos mesmos presente no alimento, podendo ser
considerado nutriente diluente ou fator anti-nutritivo, de acordo com sua
solubilidade (HETLAND; CHOCT; SVIHUS, 2004). A capacidade de provocar
viscosidade é maior nos polissacarideos solGiveis em agua se comparados aos
insollveis. Exemplo de moléculas insoliveis sdo a xilose e os xilanos
(BEDFORD; SCHUKZE, 1998), enquanto os PNA’s sollveis sdo representados
pelos arabinoxilanos, B-glucanos, D-mananos, galactomananos, Xiloglucanos,
substéancias pécticas, etc. (TORRES et al., 2003).

A viscosidade intestinal causada pela presenca de PNA’"s nas racdes de
aves age como uma barreira entre enzima e substrato e os produtos da digestéo,
influenciando os valores de digestibilidade.

Efeitos secundarios do aumento na viscosidade da dieta podem
acontecer, como a modificacdo da estrutura e funcéo do intestino e outros orgéos
das aves, caracterizando aumento do peso e da atividade secretéria do pancreas,
figado e intestino (ANNISON; CHOCT, 1991; BRENES et al., 1993).

Acredita-se que os componentes insollveis dos polissacarideos ndo
amilaceos presentes no milho podem encapsular os nutrientes, que poderiam ser
liberados pelas xilanases e celulases (CLASSEN, 1996; GRACIA; ARANIBAR;
LAZARO, 2003).
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Por outro lado, os efeitos negativos desses polissacarideos, sobre a
digestdo de nutrientes e viscosidade intestinal, estdo diretamente relacionados a
sua localizacdo nos grdos de cereais. A maioria dos arabinoxilanos s&o
insolGveis, mas os que nao estdo ligados as paredes celulares podem formar
solucdes altamente viscosas e podem absorver cerca de 10 vezes 0 seu peso de
agua (WISEMAN, 2006).

A composicao total de PNA’s e seus respectivos agucares, presentes no
milho e no farelo de soja, encontram-se na Tabela 1. A variacdo nos valores
analisados para o farelo de soja fica evidente entre diferentes fontes. Varios
fatores podem causar essa variagdo, como condicBes de crescimento da planta e
processamento, além das técnicas laboratoriais utilizadas para avaliagdo (AFTA,
2012).

Tabela 1 Composicdo dos carboidratos (g/kg) de polissacarideos ndo amilaceos,

do milho e farelo de soja.

Componentes Milho Farelo de soja

Rafinose - - 3 4 3 4 - -

Arabinose 22 26 38 28 52 20 28 -

Xilose 30 34 19 13 12 24 12 -

Manose 3 1 13 7 4 11 6 -

Galactose 5 5 41 72 41 89 44 58
Glicose 10 37 7 44 30 52 35 5

Acido

Urbnico 7 9 48 14 25 - 28 -

PNA’s totais 97 111 217 198 145 148 - -

Fonte * ** * ** ** *kx N VAYAY

*Bach-Knudsen (1997);** Chesson (2001); ***Kocher et al. (2002);*Meng et
al.(2005); ~Vahjen et al. (2005).
Retirado de AFTA (2012)
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Uma estreita relacdo entre os PNA’s e outas moléculas, como lignina e
proteina (ANNISTON; CHOCT, 1991) e, uma complexidade de ramificacdes
desses polissacarideos, sdo reportados no farelo de soja (CHESSON, 2001). Os
efeitos negativos dos PNA’s na digestibilidade de aminoacidos pode ser
explicado por essa interacdo entre enzima digestiva e/ou o substrato proteina,
com os polissacarideos, inibindo diretamente a digestdo e absorcdo desses
nutrientes, ou pelo aumento nas perdas enddgenas dos aminoacidos
(ANGKANAPORN et al., 1994).

Em relacdo a digestdo do amido, ainda ndo ha evidéncias que as enzimas
amilases sdo inibidas diretamente pelos PNA’s.

As carboidrases enddgenas produzidas sao especificas para carboidratos
com ligacdes alfa, como o amido, ndo atuando sobre carboidratos com ligagdes
betas e oligossacarideos contendo galactose, encontrados em varias sementes de
plantas (FERNANDES; MALAGUIDO, 2004).

Geralmente, os PNA’s insol(veis afetam o aproveitamento da energia da
dieta, por manterem no interior de suas estruturas os nutrientes geradores de
energia (carboidratos, lipideos e proteinas) (FIREMAN; FIREMAN, 1998). As
pesquisas com enzimas em racBes brasileiras, contendo milho e farelo de soja
abordam os efeitos desses polissacarideos insolUveis pois sdo ingredientes de
baixa viscosidade.

Dessa forma, a utilizagdo de enzimas que degradem os PNA’s é
justificada pela interferéncia desses PNA’s no processo digestivo das aves.

Exemplos de enzimas exdgenas com eficacia comprovada sao xilanase,
arabinoxilanase, B — glucanase e celulase (ODETALLAH et al., 2005; CHOCT;
ANNISTON, 1992; BRUFAU; FRANCESCH; PEREZ-VENDRELL, 2006).

Varios trabalhos demonstram melhorias na digestibilidade do amido, da

gordura e de proteinas com o uso de enzimas através da liberagdo dos nutrientes
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encapsulados na parede celular dos vegetais. A quebra dessa estrutura e a
hidrélise das moléculas de polissacarideos complexados com proteinas, por
exemplo, leva a exposicdo desse nutriente a enzimas endogenas com atividade
proteolitica. Este fato se confirma pelo aumento na digestibilidade ileal de todos
0s aminoacidos em racOes a base de milho e soja contendo carboidrases (o-
amilase, B-glucanase e xilanase), entretanto, a magnitude do efeito é diferente
entre os aminoacidos (RUTHERFURD; CHUNG; MOUGHAN, 2007;
COWIESON; RAVIDRAN, 2008; COWIESON, 2010). O aproveitamento da
fracdo indigestivel através da glucanase e xilanase chega a 27% e 20%,
respectivamente (COWIESON, 2010).

A acdo das enzimas sobre os PNA’s, provavelmente, ndo proporciona
grande aproveitamento pelas aves, dos monossacarideos que o compdem. Na
verdade, a despolimerizacdo dos polissacarideos, quando sollveis, diminui a
viscosidade das solucdes aquosas na digesta e consequentemente aumenta o
aproveitamento dos nutrientes e da energia do alimento (CHOCT; ANNISON,
1992). Ao mesmo tempo, a reducdo no comprimento da cadeia afeta
propriedades fisicas dos PNA’s, proporcionando uma menor capacidade de
ligacdo com outros elementos.

Por outro lado, a reducdo da viscosidade da digesta associada a adi¢cdo
de enzima ndo necessariamente é marcado pela diminuicdo do conteudo de
PNA’s sollveis, pois a clivagem de monossacarideos insolUveis pode liberar as
moléculas soliveis (GRUPPEN; KORMELINK; VORAGEN, 1993).

As enzimas, em particular, as glucanases, aumentam o valor nutritivo de
algumas dietas a base de milho e soja, provavelmente apds alterar a arquitetura
das paredes celulares dos grdos, de acordo com Cowieson e Adeola (2005).

Outros estudos demonstram beneficios de xilanases na melhoria da viscosidade
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intestinal devido a melhor utilizagdo dos compostos do conteido celular
ocorrendo em paralelo.

Isoladamente, sem emprego de outras enzimas exdgenas COmMoO
proteases, amilases ou fitase, Cowieson (2005) sugere que o0 uso de xilanase
nao produz resposta semelhante as obtidas com a combinacao das enzimas.

Tais melhorias na disponibilidade de nutrientes com suplementacdo de
carboidrases muitas vezes resultam em reduzidos consumo de ragdo, como
consequéncia da maior disponibilidade de energia, levando a uma melhor
eficiéncia alimentar (KOCHER et al., 2003).

Varios fatores influenciam as respostas encontradas na literatura com o
uso de enzimas especificas para PNA’s em races com milho e farelo de soja,
como: qualidade e composicdo dos ingredientes, forma de processamento da
racdo, presenca de acidos organicos e acidificantes como moduladores de pH,
nivel de energia e de nutrientes na ragdo basal, idade das aves, atividade Unica

ou multienzimatica, dose utilizada e presenca da enzima fitase (AFTA, 2012).

2.3.3 Efeitos das carboidrases no aproveitamento da energia, na
digestibilidade dos nutrientes das racdes e no desempenho de frangos de

corte

De acordo com varias pesquisas,0 aumento, médio, na energia
metabolizivel aparente (EMA) de ragdes para aves é de 3% (de 80 a 100
kcal/kg) quando h& suplementagéo de carboidrases, em relagdo a ragdo controle
negativo (KOCHER; CHOCT; BROZ, 2002; GHAZI; ROOKE; GALBRAITH,
2003; GRACIA; ARANIBAR; LAZARO, 2003 ; KOCHER et al., 2003;
MENG; SLOMINSKI, 2005; COWIESON; RAVIDRAN, 2008 ; AO et al.,
2009; ZHOU et al., 2009 ; LI et al., 2010 ; COWIESON, 2010). Esse efeito
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parece ser uma resposta acumulativa do melhor aproveitamento do amido, da
gordura e da proteina.

Em relacdo a digestibilidade do amido e da gordura ha muitos resultados
conflitantes devido as formas de mensuracdo, tendo mais resultados positivos
com o uso de enzimas, quando se avalia digestibilidade ileal, ao invés da
avaliacdo nas excretas (ZANELLA et al., 1999; MENG; SLOMINSKI, 2005;
GRACIA; ARANIBAR; LAZARO, 2003, GRACIA et al., 2009 ; LI et al,
2010). Isso sugere que a fermentacdo microbiana que ocorre no IG pode
mascarar os efeitos das enzimas sobre a digestibilidade desses nutrientes.

Apesar do efeito principal na EMA, estudos demonstram melhorias na
digestibilidade da proteina de 3,3% até 7,1% (KOCHER; CHOCT; BROZ,
2002; GHAZI et al., 2002; MENG; SLOMINSKI, 2005; LI et al.,, 2010).
Entretanto, poucos trabalhos sdo encontrados avaliando racdes a base de milho e
farelo de soja (RUTHERFULD ; SCHUNG ; MOUGHAN, 2007 ; COWIESON,
2010). E importante ressaltar também que,frequentemente, se tornadificil a
avaliacdodos efeitos isolados de carboidrases em virtude da maioria dos
complexos e blends enzimaticos possuirem também atividade de protease.

Efeitos no desempenho sdo constantemente observados com a utilizagéo
de carboidrases, através do aumento no ganho de peso e melhora na eficiéncia
alimentar das aves (KIDD et al., 2001 ; YU; CHUNG, 2004 ; JIA et al., 2009; LI
et al., 2010). Essas respostas parecem ser consequencia da acdo das enzimas
sobre o melhor aproveitamento dos nutrientes e da energia da racdo, mas muitas
vezes ndo é possivel diferenciar cada contribuicdo decorrente desses

componentes.

2.4 Proteases
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As proteases também sdo enzimas enddgenas, com acao proteolitica, e
podem ser classificadas como endopeptidases ou exopeptidases. Ambos os tipos
de enzimas atacam ligacdes peptidicas de proteinas e polipeptideos. A diferenca
entre elas é que as endopeptidases limitam seu ataque a ligacdes de dentro da
molécula protéica, quebrando grandes cadeias de peptideos em segmentos de
polipeptideos menores (MOREIRA; SCAPINELLO; SAKAMOTO, 2004).

Estudos realizados no Brasil destinados especificamente para frangos de
corte abordam proteases exdgenas de serina, tais como as enzimas enddgenas,
quimiotripsina, tripsina e elastase, entretanto, diferem destas por serem
endopeptidases relativamente sem especificidade quanto a hidrélise de ligacGes
peptidicas e, portanto, com potencial de acdo sobre todas as proteinas.

A grande variedade de proteases enddgenas produzidas no trato
gastrointestinal (TGI) das aves geralmente € suficiente para uma adequada
utilizacdo de proteinas (NIR; NITSAN; MAHAGNA, 1993). No entanto, 0s
resultados de digestibilidade indicam que considerdveis quantidades de
aminoacidos e proteina passam pelo TGl sem serem aproveitados e
completamente digeridos (LEMME; RAVINDRAN; BRYDEN, 2004). A
utilizacdo de proteases exodgenas pode maximizar a disponibilidade de
aminoacidos e direciona-los para mantenca e crescimento dos animais,
contribuindo também com a EMA das ragfes e consequentemente, melhorando
0 desempenho e/ou diminuindo o custo de alimentagéo.

A adicdo de proteases exdgenas pode representar um potencial desejavel
em suplementar a atividade proteolitica em animais jovens, liberando peptideos
menores e facilitando a acdo das enzimas enddgenas. As principais proteinas de
armazenamento no milho sdo zeina e kaferina (MCDONALD; EDWARDS;
GREENHALGH, 1990). Zeina é quantitativamente a mais importante e é

deficiente em aminoacidos indispensaveis, como o triptofano e lisina. Existem
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quatro tipos de zeinas - alfa, beta, gama e delta, estas por sua vez tem um papel
importante pois encontram-se encapsulando a superficie dos granulos de amido
do milho (TESTER; KARKALAS; QI, 2004). Essas proteinas sdo responsaveis,
diretamente, pela formacéo da matriz externa do amido, podendo influenciar sua
digestibilidade.

As ragBes para aves, compostas principalmente de milho, farelo de soja
e ingredientes de origem animal, possuem algumas caracteristicas ou
componentes que podem dificultar a digestdo e prejudicar a integridade
intestinal dos animais. A soja, por exemplo, contribui com cerca de 70% da
proteina em dietas avicolas e se ndo houver tratamento térmico adequado seus
fatores anti-nutricionais podem proporcionar decréscimos na digestibilidade da
proteina e da gordura, reduzindo a absor¢do de nutrientes, principalmente de
aminoacidos sulfurados (ZANELLA et al., 1999). Esses fatores anti-nutricionais
causam aumento na producdo de mucina e consequentemente, maior perda
enddgena de aminoacidos. Com estes efeitos a protease exdgena aumenta a
digestibilidade protéica pela diminuicdo da perda enddégena e dessa forma,
também tem um efeito secundario no aproveitamento da energia metabolizavel
da racéo.

As proteases podem ser produzidas por micro-organismos ou plantas,
entretanto, as proteases bacterianas parecem ser mais efetivas em neutralizar
inibidores de tripsina do que as proteases flngicas (THORPE; BEAL, 2001).

2.4.1 Efeitos de proteases monocomponentes

A suplementacdo enzimatica possibilita melhoria no ganho de peso e na
conversdo alimentar (CA) aos 21 e 42 dias. Odetallah et al. (2005) avaliaram

duas ragdes basais contendo milho e farelo de soja, para frangos de corte até 42
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dias de idade. Os tratamentos foram: 1) racdo controle (C), com 95% das
exigéncias de aminoacidos recomendados pelo NRC, exceto para a treonina e
isoleucina; 2) C + 0,1% protease ; 3) racdo com 100 a 105% da recomendacdo
de aminoécidos pelo NRC, exceto para a treonina e isoleucina, e 4) racdo 3 +
0,1% de protease na dieta inicial. Entretanto, a CA foi melhorada apenas com a
racao contendo niveis mais altos de aminoacidos.

Além do desempenho, o rendimento de carcaca e de peito de frangos
também foram avaliados por Wang, Garlich e Shih (2006) ao oferecer racoes
contendo 3 niveis de proteina bruta e aminoacidos (95% (baixo), 100% (médio)
e 105% (alto) das exigéncias da industria) e, dois niveis de uma protease (0% e
0,10%). A enzima proporcionou aumento de 2,54% no ganho de peso (GP) das
aves. Enquanto a CA e o rendimento de carne de peito foram melhorados, em
1,62% e 1,68%, respectivamente (P<0,01). As melhorias no GP e CA foram
maiores com a racdo de baixa proteina. No rendimento de carne de peito a
proteaseteve maior efeito com niveis proteicos intermediario e alto, talvez pela
maior necessidade dos aminoacidos para otimizar essa caracteristica.

A recuperacdo do desempenho em frangos de corte, com 0 uso de
protease em ragdes com milho, farelo de soja e farinha de carne e 0ssos, com
reducdes protéicas e energéticas, também foi relatada por Favero et al. (2009).
Utilizaram a mesma protease suplementada na dose de 200 g/ton e observaram
que esta atenuou perdas de ganho de peso de frangos de corte quando reduces
de 3 e 6% na proteina bruta das dietas foram feitas.

Estudos com uma protease de serina contendo genes transcritos de
Nocardiopsis prasina suplementada em racGes para frangos de corte tém
mostrado melhorias na conversdao alimentar bem como na digestibilidade da
proteina bruta e dos aminoacidos (BERTECHINI et al., 2009; CARVALHO et
al., 2009).
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Na fase inicial, de 7 a 22 dias de idade, Angel et al. (2011) avaliaram a
suplementacdo de uma protease em dietas para frangos de corte. Foram
utilizados um tratamento CP (23% PB) e 5 ra¢fes CN (20% PB, redugéo de 12%
na exigéncia de lisina e metionina e 10% para treonina) com niveis crescentes da
enzima (0, 100, 200, 400 e 800 mg/kg de racdo). As aves do grupo CN sem
suplementacdo enzimatica obtiveram GP e CR 7% menor em relagdo as aves do
CP, entretanto, quando a protease foi suplementada a partir de 200 mg/kg o
desempenho foi equalizado. Esse resultado foi sustentado pela melhoria na
digestibilidade da maioria dos aminoéacidos essenciais e a partir da dose minima
utilizada. No entanto, o grau de melhoria era dependente do aminoacido
especifico, tendo menores ganhos com isoleucina (3,2%), e maiores respostas
com a treonina (7,8%).

Quando se utiliza protease associado a outro grupo de enzimas deve-se
levar em consideracdo a resisténcia deste a atividade proteolitica, devido a
inespecificidade quanto a hidrélise de ligagbes peptidicas e, portanto, com
potencial de acdo sobre todas as proteinas, inclusive as enzimas exdgenas.

Os trabalhos com proteases nem sempre sdo claramente interpretados,
isto se deve a diferenca no tipo de micro-organismo de origem, a diversidade de
ingredientes, ao desenho experimental, especialmente a valorizacdo dos
nutrientes na dieta controle negativo e a utilizacdo de complexos enzimaticos ao
invés da enzima monocomponente, a qual ndo permite a avaliacdo dos efeitos
isolados da protease (ZANELLA et al., 1999; GHAZI et al., 2002; PINHEIRO
et al., 2004; OLUKOSI; COWIESON; ADEOLA, 2007; COWIESON;
RAVINDRAN, 2008).

2.3 Pesquisas com combinac@es de enzimas
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Como jé foi exposto anteriormente, na fase inicial de criacdo, a digestao
do amido é menor em relacdo a fase final do frango de corte, em decorréncia da
imaturidade do trato digestorio, tanto em relagdo ao enterdcito, que €
considerado imaturo, pois nos primeiros dias do frango ainda esta direcionando
para a transferéncia de imunoglobulinas, além da absorcdo dos nutrientes, e,
qguanto a baixa producdo de enzimas, sendo uma possibilidade o uso das
amilases exogenas. Outras alternativas que se mostram viaveis seriam as
enzimas que degradam os PNA’s e as proteases, visto a maior quantidade de
farelo de soja na fase inicial e quando ha a utilizacdo de ingredientes de origem
animal, como farinha de carne e 0ssos, de penas e visceras. Por outro lado, na
fase final, reduz-se a soja e aumenta-se 0 milho, proporcionando mais uma
alternativa ao uso da amilase exdgena, devido a maior quantidade do substrato
amido nas racgdes.

Além do desenvolvimento do trato digestorio, do perfil de nutrientes e
dos ingredientes das dietas em funcdo da idade, vale ressaltar também que o
frango de corte moderno é diferente daguele dos anos 90, em virtude da selecdo
e do melhoramento genético visar a hiperfagia associada aos altos ganhos de
tecido muscular, por isso, talvez, o frango moderno exceda a capacidade de uma
absorcdo otimizada dos nutrientes.

Quando se pesquisam carboidrases e proteases, as reducdes nutricionais
ou valorizagdes sdo da ordem de 1-2% para aminoacidos e de 2-3% para energia
metabolizivel. Quando se trata de mais combinagdes, como fitase, carboidrase e
protease, normalmente, o efeito da fitase sobre o célcio e fosforo estdo
padronizados, com pouca variacdo (reducdo de 0,10-0,13 e 0,10-0,15 pontos
percentuais para fosforo disponivel e célcio, respectivamente). Entretanto, 0s
niveis energéticos das racbes normalmente variam entre 80-150 kcal/kg, ao

passo que as estimativas de melhoria na digestibilidade dos aminoacidos sdo
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entre 2-5% (ZANELLA et al., 1999; YU; CHUNG, 2004; COWIESON, 2005;
MENG; SLOMINSKI, 2005; RUTHERFURD; CHUNG; MOUGHAN, 2007;
COWIESON; RAVINDRAN, 2008; FRANCESCH; GERAERT, 2009;
SORBARBA et al., 2009; COWIESON, 2010).

Essas variacOes sdo decorrentes, principalmente, das diferentes matrizes
dos alimentos e das préprias enzimas, entretanto, ha possibilidades de que as
altas reducGes no valor energético da racdo aliada a valorizagdes de nutrientes
como fésforo, calcio, proteina e aminoacidos, possa comprometer o desempenho
dos animais em virtude de maior dificuldade em se adaptar e se manter em
situacdo de deficiéncia nutricional. Além disso, as redugdes nutricionais podem
levar a resultados distintos em diferentes fases, de acordo com o nutriente mais
limitante para a fase estudada (FRANCESCH; GERAERT, 2009), portanto, é
necessario avaliar se ha limitacdo fisioldgica em algum momento, quando se
utiliza varios grupos de enzimas nas formulagoes.

Os trabalhos conduzidos para avaliar os efeitos da suplementacao
enzimatica nas racdes de aves, referem-se, quase sempre, ao uso de carboidrases
e/ou proteases. A utilizacdo de fitases ja € uma realidade nas racGes para aves e
por isso, considera-se um aditivo usual nas formulacdes.

Dois experimentos (metodologias semelhantes) foram avaliados com a
suplementacgao de fitase em combinacdo com um complexo contendo xilanase,
amilase e protease em racBes de frangos de corte (COWIESON; SINGH;
ADEOLA, 2006a, b). Utilizaram 3 grupos de CN onde se reduziu a EM em
relagdo ao CP em 140 e 145 kcal’kg de EMAN no CN1, 88 e 100 kcal/kge no
CN2, 49 e 52 kcal/kg no CN3, nas fases inicial e final, respectivamente, além de
reduzir 0,13 e 0,12 pontos percentuais para fésforo e célcio e entre 1 e 2% no
teor de aminoacidos. Houve significativas melhorias no desempenho e no

aproveitamento dos nutrientes com a combina¢do das enzimas nas diversas
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reducdes de nutrientes comparado com aves do grupo CP, mas quase sempre
sem diferenciacdo entre os CN’s em varias ocasides para ganho de peso e
conversao alimentar.

Avaliando a combinacdo de fitase e do complexo amilase, protease e
xilanase, em racdes de frangos de corte, Barbosa et al. (2008) observaram
aumento na digestibilidade da proteina, da energia e do fosforo, refletindo em
melhor desempenho, entretanto, as enzimas ndo foram suficientes em equalizar
ou recuperar o desempenho das aves submetidas ao controle negativo, com
reducdo de 130 e 145 kcallkg de EMAnN nas fases inicial e final,
respectivamente, e 0,13 e 0,12 pontos percentuais para fésforo e calcio, em
relagdo as aves submetidas ao controle positivo.

Francesch e Geraert (2009) avaliaram um complexo enzimatico
(xilanase, glucanase e fitase) utilizando 9 tratamentos, sendo um CP e 4 CN’s
(com e sem suplementacdo enzimatica) com redug@es nutricionais (1)-65 kcal/kg
EMAnN, -0,15 e 0,12 pontos porcentuais para fésforo e célcio e 1,5% nos
aminoacidos digestiveis; 2) -85 kcal/kg EMAN, -0,15 e 0,12 pontos porcentuais
para fosforo e célcio e 3,0% nos aminoacidos digestiveis; 3) -65 kcal/kg EMARN,
-0,20 e 0,15 pontos porcentuais para fosforo e calcio e 1,5% nos aminoacidos
digestiveis; 4) -85 kcal/kg EMAN, -0,20 e 0,15 pontos percentuais para fosforo
e calcio e 3% nos aminodcidos digestiveis). A suplementacdo do complexo foi
capaz de melhorar o desempenho e a mineralizacdo Gssea com efeito mais
expressivo quando houve maior reducdo de célcio e fésforo disponivel que
efetivamente para energia e aminoacidos digestiveis. Nao foi possivel
estabelecer alguma concluséo em relagdo a reducdo dos nutrientes estabelecidos
baseado nos resultados de desempenho dos CN’s sem suplementacdo

enzimatica.
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Frequentemente, os trabalhos ndo demonstram diferengas entre o CN
sem enzimas e o CP, assim como ocorreu com Fortes et al. (2012), que testaram
um complexo de carboidrases e uma fitase em duas ragdes, contendo ou nédo
enzimas, compondo um tratamento CP, e outro CN com redugdo de 4% na
EMA, 3% de PB e 10% nas recomendacBes dos aminoacidos. Entretanto, a
suplementacdo enzimatica proporcionou maior consumo de racdo e ganho de
peso.

De acordo com Brito (2011), a dificuldade na mensuracdo de respostas,
principalmente com expectativa de ganho extra, com 0 uso de enzimas, pode se
dar em virtude de uma formulacdo errénea de dietas denominadas controle
positivo, e principalmente as do grupo controle negativo (matriz de alimentos), a
baixa representatividade da amostra de animais e especialmente ao pequeno

namero de repeti¢Bes/tratamento avaliado.

3 CONSIDERACOES GERAIS

Espera-se com o0s resultados obtidos nos experimentos propostos,
disponibilizar para a comunidade cientifica e para os produtores e industria,
esclarecimentos praticos em relacdo ao uso de diferentes enzimas, em racoes
para frangos de corte. Apesar do grande nimero de trabalhos de pesquisa sobre a
utilizacdo de enzimas nas ragdes avicolas, varios questionamentos ainda
precisam ser esclarecidos, como 0 uso de varios grupos enzimaticos (blends
monocomponentes) a0 mesmo tempo. Busca-se com os resultados, demonstrar o
os efeitos das valorizages energéticas e de nutrientes em ragdes para frangos de

durante toda a fase de criagao.
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ARTIGO 1- Associacdo de diferentes carboidrases e fitase em racdes para
frangos de corte

Meneghetti, C.; Bertechini, A.G. et al.

Artigo redigido conforme normas da Revista Animal Feed Science and

Technology — verséao preliminar

Resumo
Um experimento foi realizado para avaliar as redugfes nutricionais e da energia

metabolizavel de racdes suplementadas com diferentes carboidrases e fitase,
para frangos de corte. Um total de 2160 pintos machos, Cobb 500, foram
distribuidos em 72 parcelas, onde receberam 9 tratamentos com 8 repeticOes
cada. Os tratamento foram: 1) racdo CP; Il) racdo CNL1 (reducdo de 100 kcal/kg
de EMAnN, 3% dos primeiros aas limitantes, 2% de PB e 0,12 pontos porcentuais
de Pd e Ca); HlI) racdo CN2 ( reducdo de 150 kcal/kg de EMA, 3% de aas
limitantes, 2% de PB e 0,12 pontos porcentuais de Pd e Ca); IV) CN1 + fitase +
carboidrase 1 (a — amilase e B — glucanase); V) CN1 + fitase + carboidrase 2
(xilanase e B — glucanase); VI) CN1 + fitase + carboidrase 3 (o-galactosidase,
galactomananase, xilanase e B-glucanase); VII) CN2 + fitase + carboidrase 1;
VIII) CN2 + fitase + carboidrase 2; IX) CN2 + fitase + carboidrase 3. No 14°
dia, cinco aves de sete repeticGes foram alojadas em gaiolas de metabolismo
para a coleta total de excretas. Aos 42 dias de idade, uma ave de cada repeticao

foi abatida para a obtencéo do rendimento de carcaga, cortes, gordura abdominal
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¢ biometria dos 6rgdos. Na fase de 1 a 21 dias, as enzimas o — amilase ¢ § —
glucanase foram efetivas em aumentar o GP das aves e melhorar a CA. Néo
houve diferenca entre os tratamentos para os CDA da MS, PB e EE, porém,
todas as carboidrases suplementadas na ragdo CN1 recuperaram 100 kcal de
EMAnN/kg de ragdo. Nas avaliagdes de 1 a 35 e 1 a 42 dias, as carboidrases 1 e 3
proporcionaram maiores GP, mas sem melhorias na CA. O aproveitamento dos
nutrientes e da energia foi menor em relacdo ao CP para todas as aves
alimentadas com as racoes dos CN’s, independente da presenca de enzimas. As
enzimas e as racdes ndo influenciaram as caracteristicas de carcaga e a biometria
dos 6rgdos. Na fase inicial recomenda-se a utilizacdo de o - amilase, P —
glucanase e fitase em ragdes com reducdo de nutrientes e da energia
metabolizével.

Palavras-chave:enzimas, desempenho, digestibilidade, rendimento.

Abreviacgdes:
Aas: aminoacidos; Ca: calcio; CA: conversao alimentar; CDA: coeficientes de

digestilidade aparente; CP: controle positivo; CN: controle negativo; EE: extrato
etéreo; EMAN: energia metabolizdvel aparente corrigida para balanco de
nitrogénio; GP: ganho de peso; MS: matéria seca; PB: proteina bruta; Pd:

fésforo disponivel.

1.Introducéo

Inicialmente, o uso de carboidrases na alimentacdo das aves, visava a
redugdo de alguns fatores anti-nutricionais em dietas de alta viscosidade,
constituidas por cereais de inverno. O uso de enzimas em racfes de baixa

viscosidade, como as dietas brasileiras, compostas por milho e farelo de soja, s6
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foi iniciado a partir da década de 1990, principalmente com estudos em perus e
frangos de corte (Ritz et al., 1995; Pack et al., 1997;Zanella et al., 1999).

O termo carboidrase, quando se refere as enzimas exdgenas, inclui duas
distintas classes com atividades diferentes, a amilase e aquelas coletivamente
classificadas como enzimas que degradam polissacarideos ndo amilaceos
(PNA’s). A base tedrica, geral, seria que o primeiro grupo complementaria a
acdo das amilases enddgenas, enquanto o segundo seria suplementado nas racdes
devido a auséncia da producédo dessas enzimas pelas aves.

Os trabalhos conduzidos para avaliar os efeitos da suplementacao
enzimatica nas racoes de aves, referem-se, quase sempre, ao uso de carboidrases,
fitase e/ou protease em um mesmo produto. Por isso, nem sempre é possivel
inferir os reais resultados de cada grupo enzimatico.

As enzimas fitases sdo consideradas um aditivo fixo nas formulag6es de
racOes para aves pelo objetivo de maximizar o aproveitamento do fosforo dos
vegetais. Entretanto, outros efeitos secundarios sdo reportados, como aumento
na disponibilidade de outros minerais, bem como proteinas e a energia das
racdes (Thompson and Yoon, 1984; Kornegay, 2001, Ravindran et al., 2001;
Camden et al., 2001; Kies, 2005; Cowieson et al., 2006; Meneghetti et al.,
2011).

O melhor aproveitamento dos nutrientes através do uso de enzimas e,
principalmente da energia, componente mais caro das formulacGes para frangos
de corte, permitird que as empresas avicolas se tornem mais eficientes e com
menores custos, além de reduzirem a polui¢do ambiental.

Portanto, objetivou-se com este estudo, determinar até que ponto pode-
se reduzir os niveis energéticos e de nutrientes, sustentado pela fitase e grupos
de carboidrases em racdes fareladas, a base de milho e farelo de soja para

frangos de corte, no periodo de 1 a 42 dias de idade, avaliando o desempenho,
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rendimento de carcacga, caracteristicas biométricas dos 6rgdos das aves, 0
aproveitamento energético e a digestibilidade dos nutrientes das ragdes

experimentais.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Centro de Pesquisas em Tecnologia
Avicolas (CPTA/Convénio UFLA), rodovia BR 265, km 344 (Lavras, MG), no
periodo de abril de 2012 a julho de 2012.Todos os procedimentos realizados
durante o experimento foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Lavras (UFLA) (protocolo n° 066/12).

2.1 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 9
tratamentos e 8 repeticGes, totalizando 72 parcelas experimentais.

Foram utilizadas trés racGes, uma racdo CP, sem suplementacdo
enzimatica e duas racBes CN, com reducdo de 100 (CN1) e150(CN2) kcal/kg de
EMAN, respectivamente. Em ambas as ra¢gdes dos CN’s também reduziu-se 3%
dos aas limitantes (metionina, lisina e treonina), 2% de PB e 0,12 pontos
porcentuais de Pd e Ca. A partir dessas ragOes, foram suplementados trés
complexos de carboidrases e uma fitase em cada CN, constituindo os

tratamentos, listados a seguir:

1.CP, sem enzimas
2.CN1, sem enzimas

3.CN2, sem enzimas
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4.CN1 + fitase (50g/ton) + carboidrases 1 (300 g/ton)
5.CN1 + fitase (50g/ton) + carboidrases 2 (200 g/ton)
6.CN1 + fitase (50g/ton) + carboidrases 3(100 g/ton)
7.CN2 + fitase (50g/ton) + carboidrases 1(300 g/ton)
8.CN2 + fitase (50g/ton) + carboidrases 2 (200 g/ton)
9.CN2 + fitase (50g/ton) + carboidrases 3 (100 g/ton)

As reducdes energéticas das racdes se fez por meio da reducdo do dleo
de soja, e as enzimas foram adicionadas substituindo parcialmente o inerte
(caulim) das ragdes dos CN’s.

Os complexos de carboidrases (C) testados foram: C1, composto por o -
amilase (200 kNU) e B - glucanase (350 FGB) produzido por Bacillus
amyloliquefaciens;C2, composto por a-galactosidase (35 U/g), galactomananase
(110 Ul/g), xilanase (1500 U/g) e p — glucanase (1100 U/g), produzido a partir
da fermentacdo dos micro-organismos Aspergillus niger e Aspergillus orizae,
C3, composto por xilanase (12200 U/g) e B - glucanase (1250 U/g), produzido
por Trichoderma longibrachiatum. A fitase utilizada possui atividade minima
declarada de 10.000 FTU/g de produto e € produzida por Schizosaccharomyces

pombe geneticamente modificado com o gene de Escherichia coli.

2.2 Ragdes

As ragdes foram fareladas, compostas por milho e farelo de soja,
formuladas seguindo as exigéncias de Bertechini (2012), de acordo com as fases
de criagdo (1 a 21; 22 a 35 e 36 a 42 dias) (Tabelas 1,2 e 3).

A composicgdo, em nutrientes, dos ingredientes usados na formulacéo foi
obtida das Tabelas brasileiras (Rostagno et al., 2011), assim como a EM e a PB

dos aminoacidos sintéticos utilizados.
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Foram realizadas analises das racbes experimentais para teor de
nitrogénio (N) pelo método micro Kjedahl (AOAC,2005), Ca e P total,

seguindo métodos descritos por Silva (2002).

Tabela 1 Composigao das ragles basais experimentais, da fase inicial (1-21 dias).

Ingredientes Racdes Basais

(g/kg de racdo, em matéria natural) CP! CN12 CN23
Milho 560,83 607,57 618,22
Farelo de soja 362,98 345,5 343,48
Oleo de soja 34,36 9,67 1,00
Fosfato bicalcico 18,34 11,93 11,92
Bicarbonato de sédio 2,00 2,43 2,45
Calcario calcitico 7,07 8,16 8,17
Sal comum 3,59 3,28 3,26
Premix Mineral* 0,50 0,50 0,50
PremixVitaminico® 1,00 1,00 1,00
DL-Metionina 99% 3,56 3,33 3,32
L-Lisina HCI 78% 3,20 3,16 3,20
L-Treonina 98% 1,18 1,07 1,07
Cloreto de colina 60% 0,60 0,60 0,60
Bacitracina Zn 15% 0,30 0,30 0,30
Salinomicina 12% 0,50 0,50 0,50
Inerte (Caulim) 0 1,00 1,00
Composicdo nutricional calculada e analisada (valores entre parénteses)

(9/kg de ragdo, em mateéria natural)

EMA (kcal/kg) 3050 2950 2900
Proteina Bruta 217 (215) 212,70 (212) 212,70 (212)
Calcio 8,45 (8,38) 7,25 (7,18) 7,25 (7,22)
Fésforo total 7,26 (7,4) 6,02 (5,93) 6,02 (6,05)
Fésforo disponivel 4,6 34 3,4
Sédio 2,15 2,15 2,15
Lisina digestivel 13,03 12,64 12,64
Metionina+cistina digestivel 9,35 9,07 9,07
Treonina digestivel 8,48 8,23 8,23
Balanco eletrolitico’(mEq/kg) 230 230 230

1 Racgdo controle positivo. 2 Racdo controle Negativo 1. 3 Ragéo controle Negativo 2.

*Suplementado por kg de racdo: vitamina A - 12.000 Ul; vitamina D3- 2.500 UI;
vitamina E -30 Ul; vitamina B1 - 2 mg; vitamina B6 - 3 mg; pantotenato de célcio- 10
mg; biotina- 0,07 mg; vitamina k3 - 3 mg; &cido félico - 1 mg; acido nicotinico - 35 mg;

vit. B12 - 15 pg; selénio - 0,12 mg; BHT - 5 mg.
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>Suplementado por kg de ragio: manganés - 80 mg; ferro— 50 mg; zinco 50 mg; cobre -
10 mg; cobalto— 1 mg; iodo - 1 mg.
® Balanco eletrolitico calculado segundo a equagéo de Mogin (1981).

Tabela 2 Composicdo das racOes basais experimentais, da fase de crescimento (22-35

dias).

Ingredientes Racdes Basais

(g9/kg de ragdo, em matéria natural) CP CN1 CN2
Milho 610,66 654,58 666,51
Farelo de soja 312,38 296,1 293,85
Oleo de soja 39,00 15,85 6,14
Fosfato bicalcico 15,51 9,06 9,05
Bicarbonato de sodio 1,58 1,99 2,01
Calcario calcitico 7,23 8,4 8,41
Sal comum 3,52 3,23 3,21
Premix Mineral* 0,50 0,50 0,50
PremixVitaminico® 0,80 0,80 0,80
DL-Metionina 99% 3,13 2,92 2,91
L-Lisina HCI 78% 3,26 3,23 3,27
L-Treonina 98% 1,13 1,03 1,03
Cloreto de colina 60% 0,50 0,50 0,50
Bacitracina Zn 15% 0,30 0,30 0,30
Salinomicina 12% 0,50 0,50 0,50
Inerte (Caulim) 0 1,00 1,00

Composic¢do nutricional calculada e analisada (valores entre parénteses)
(9/kg de ragdo, em mateéria natural)

EMA (kcal/kg) 3150 3050 3000
Proteina Bruta 197,90 194,00 194,00
(198) (194) (195)
Calcio 7,67 (7,52) 6,50 (6,48) 6,50 (6,58)
Fésforo total 6,51 (6,58) 5,28 (5,33) 5,28 (5,2)
Fésforo disponivel 3,98 2,78 2,78
Sédio 2,00 2,00 2,00
Lisina digestivel 11,86 11,51 11,51
Metionina+cistina digestivel 8,50 8,25 8,25
Treonina digestivel 7,77 7,54 7,54
Balanco eletrolitico® (mEq/kg) 205 205 205

1 Racgdo controle positivo. 2 Racdo controle Negativo 1. 3 Ragéo controle Negativo 2.

* Suplementado por kg de racdo: vitamina A - 12.000 Ul; vitamina D3- 2.500 UI;
vitamina E -30 Ul; vitamina B1 - 2 mg; vitamina B6 - 3 mg; pantotenato de célcio- 10
mg; biotina- 0,07 mg; vitamina k3 - 3 mg; &cido félico - 1 mg; acido nicotinico - 35 mg;
vit. B12 - 15 pg; selénio - 0,12 mg; BHT - 5 mg.
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> Suplementado por kg de racdo: manganés - 80 mg; ferro— 50 mg; zinco 50 mg; cobre -
10 mg; cobalto— 1 mg; iodo - 1 mg.
® Balanco eletrolitico calculado segundo a equacdo de Mogin (1981).

Tabela 3 Composic¢éo das racdes basais experimentais, da fase final (36-42 dias).

Ingredientes Racdes Basais

(g/kg de racdo, em matéria natural) CP* CN12 CN23
Milho 646,48 691,32 703,25
Farelo de soja 277,92 262,00 259,74
Oleo de soja 40,69 16,31 6,60
Fosfato bicalcico 13,64 7,22 7.21
Bicarbonato de sodio 1,47 1,86 1,88
Calcario calcitico 7,33 8,41 8,43
Sal comum 3,34 3,06 3,04
Premix Mineral* 0,50 0,50 0,50
Premix Vitaminico® 0,60 0,60 0,60
DL-Metionina 99% 2,83 2,63 2,62
L-Lisina HCI 78% 3,30 3,29 3,33
L-Treonina 98% 1,09 1,00 1,00
Cloreto de colina 60% 0,50 0,50 0,50
Bacitracina Zn 15% 0,30 0,30 0,30
Inerte (Caulim) 0 1,00 1,00

Composic¢do nutricional calculada e analisada (valores entre parénteses)
(9/kg de ragdo, em mateéria natural)

EMA (kcal/kg) 3200 3100 3050
Proteina Bruta 185,1 181,43 181,43
(185) (181) (181)
Calcio 7,15 (7,10) 5,96 (6,1) 5,96 (6,15)
Fésforo total 6,02 (6,06) 4,79 (4,85) 4,79 (4,75)
Fésforo disponivel 3,57 2,38 2,38
Sédio 1,90 1,90 1,90
Lisina digestivel 11,07 10,75 10,75
Metionina+cistina digestivel 7,93 7,69 7,69
Treonina digestivel 7,28 7,07 7,07
Balango eletrolitico® (MEg/kg) 190 190 190

1 Ragdo controle positivo. 2 Racgdo controle Negativo 1. 3 Ragéo controle Negativo 2.

* Suplementado por kg de racdo: vitamina A - 12.000 Ul; vitamina D3- 2.500 UI;
vitamina E -30 Ul; vitamina B1 - 2 mg; vitamina B6 - 3 mg; pantotenato de célcio- 10
mg; biotina- 0,07 mg; vitamina k3 - 3 mg; &cido félico - 1 mg; acido nicotinico - 35 mg;
vit. B12 - 15 pg; selénio - 0,12 mg; BHT - 5 mg.

® Suplementado por kg de racdo : manganés - 80 mg; ferro— 50 mg; zinco 50 mg; cobre -
10 mg; cobalto— 1 mg; iodo - 1 mg.
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® Balanco eletrolitico calculado segundo a equagéo de Mogin (1981).

2.4 Procedimentos experimentais

No total, 2160 frangos de corte machos da linhagem Cobb-500® foram
utilizados no experimento. Os pintos foram adquiridos de incubatorio comercial,
devidamente vacinados contra a doenga de Marek, com um dia de idade e
criados em galpdo convencional de alvenaria, com telhas de cimento amianto,
cortinas laterais com dispositivos de catraca para controle parcial da temperatura
e ventilacdo, equipado com boxes experimentais contendo maravalha,
comedouro tubular e bebedouro niplle. Em cada box 30 pintos foram alojados,
correspondendo a 15 aves/mz.

As aves e as racOes foram pesadas no primeiro, 21°, 35° e 42° dia de
idade, obtendo dessa forma o consumo de racdo (CR), o0 GP e a CA nos periodos
de 1a?2l,1a35e dela42dias de criacdo. A mortalidade em cada parcela foi
registrada diariamente para controle da viabilidade de criacdo e corre¢do do CR
e CA das aves.

Os registros diarios de temperatura interna do galpao foram obtidos com
a instalacdo de dois termmetros de maxima e minima, colocados em diferentes

partes da instalacdo, a altura das aves, cujas médias encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 Meédias, referentes ao valores de temperatura dentro do galpdo
registrados durante o experimento.

Temperaturas (médias)

Semana Maxima Minima
10 32,86 27,36
20 30,78 24,16
3° 26,87 22,32
40 23,56 18,07

50 24,10 17,29
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6° 27,78 17,50

No 14° dia de idade, todas as aves de 7 repeticOes (boxes), de cada
tratamento, foram pesadas e obtido 0 peso médio para a transferéncia de 5 aves
(de cada box)em sala de metabolismo com ambiente semi-controlado para
temperatura e ventilacdo. As gaiolas de metabolismo, de 0,473 m?, eram
providas de bandejas metalicas coletoras, revestidas com plastico para facilitar
as coletas de excretas.

As coletas na fase inicial ocorreram do 18° ao 20° dia de vida e na fase
final do 38° ao 40° dia de idade.

Utilizou-se quatro dias para adaptacdo a gaiola e trés dias para a coleta
total de excretas. As coletas foram realizadas uma vez ao dia, na parte da manha.

As excretas coletadas de cada parcela (gaiola) foram acondicionadas em
sacos plasticos previamente identificados e armazenados em freezer a
temperatura de —5°C até o periodo final do experimento. Ao final das coletas, as
amostras foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas e delas retiradas
amostras de 400 gramas para analises laboratoriais de MS, N, EE e energia bruta
(EB) (AOAC, 2005). Estas amostras sofreram uma pré-secagem em estufa de
ventilagdo forcada (55°C) durante o periodo de 72 horas. Posteriormente, foram
pesadas e moidas em moinho “tipo faca”, com peneiras de 0,5 mm.
Paralelamente, aliquotas homogéneas de cada ragdo foram coletadas, moidas e
armazenadas até a realizacdo das mesmas analises quimicas propostas para as
excretas.

As ragdes experimentais foram pesadas no inicio do ensaio metabolico e
as sobras descontadas ao final para quantificagdo do consumo de alimento por

ave, referente ao periodo de coleta de excretas.
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Determinou-se nesse estudo, a EMAnN e os coeficientes de digestiblidade
aparente da MS, do EE e da PB das racdes experimentais. A EMAn foi calculada
utilizando a equacdo descrita por Matterson et al. (1965). Para os célculos dos
coeficientes de digestibilidade aparente dos nutrientes (MS, PB e EE) utilizou-se
a equacgdo: CDA nutriente = [ (g de nutriente ingerido (em MS) — g de nutriente
excretado (em MS))/ g de nutriente ingerido (em MS)] x 100.

Aos 42 dias de idade, uma ave de cada repeticao foi pesada e selecionada
para abate, ap6s periodo de jejum de, aproximadamente, 8 horas, seguida de
sangria, escaldagem, depenagem e evisceragdo. Foram realizadas ao mesmo
tempo biometria do figado, pancreas, ceco e intestino delgado.

Na determinacdo do rendimento de carcaga, considerou-se 0 peso da
carcaca eviscerada (sem visceras, pés e pescoco), em relacdo ao peso vivo da
ave depois do jejum. Os cortes de pernas (coxa e sobrecoxa) e peito foram
pesados em balanca com precisdo de 1 g e seus rendimentos calculados em
relacdo ao peso da carcaca eviscerada. A gordura abdominal foi constituida pelo
peso do tecido adiposo presente ao redor da cloaca, da bursa de Fabricius e dos

musculos abdominais adjacentes.
2.5 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varidncia utilizando-se o
software Sistema de Analise de Variadncia para Dados Balanceados (SISVAR,
5.3), descrito por Ferreira (2010). A comparacdo entre os tratamentos foi feita

pelo teste Scott-Knotta 5% de probabilidade.

3. Resultados
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Os resultados de desempenho das fases de 1 a 21, 1 a 35 e de 1 a 42 dias
de idade das aves encontram-se nas Tabelas 5, 6 e 7, respectivamente. Os
coeficientes de digestibilidade aparente da MS, da PB, do EE e a EMAnN das
ragOes iniciais e finais encontram-se na Tabela 7 e 8, respectivamente e, o
rendimento de carcaca, cortes, gordura abdominal e a biometria dos 6rgdos estdo
dispostos na Tabela 9 e 10.

Na fase inicial (1 a 21 dias), a utilizagdo do C1, contendo o — amilase ¢ 8
— glucanase, recuperou 0 GP e a CA dos frangos, de forma semelhante ao
CP(p<0,05).

O consumo de racdo ndo foi influenciado na fase de 1 a 35 dias pelas
valorizacdes nutricionais, inclusive, pelas diferentes carboidrases (p>0,05).

Os efeitos positivos encontrados na primeira fase foram acumulativos
em relacdo ao ganho de peso na fase de 1 a 35 dias. Ou seja, as aves do
tratamento CN1 contendo oC1 novamente obtiveram maiores ganhos (121 g a
mais em relacdo ao CN1) junto ao CP, porém, nessa fase, as carboidrases
xilanase e B — glucanase no CN1 também equalizaram o peso das aves (p<0,05).

Ainda na fase de 1 a 35 dias, em relacdo ao CN2, com suplementagéo
enzimatica, apenas o C1 resultou em melhor GP (p<0,05), proporcionando para
as aves 98 g a mais de peso em relacdo as aves do CN2, sem enzimas. Por outro
lado, nenhuma carboidrase foi capaz de equalizar os valores de CA das aves do
CP, mas é evidente que houve melhorias através da suplementacdo das
carboidrases em todos 0os CN’s, salvo 0 C2, na ragdo CN1 (p<0,05).

Na fase integral (1 a 41 dias)os resultados obtidos seguem o mesmo
padrdo verificado na fase anterior, sem influencia no consumo de racéo (p>0,05)
e maior GP com a utilizagdo dos complexos de carboidrases 1 e 3, compostos
por o — amilase e B — glucanase e xilanase ¢ p — glucanase, respectivamente,

sendo semelhantes ao CP (p<0,05).Todas as enzimas foram eficazes em
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melhorar a CA das aves, quando comparado as ragdes dos CN’s, sem enzimas,
menos o complexo de carboidrase 2 (o-galactosidase, galactomananase, f —
xilanase e B — glucanase), com reducgdo de 100 kcal de EMAN/kg de racdo. Em
relacdo ao CP, nenhuma carboidrase utilizada conseguiu resultado semelhante.
A viabilidade das aves ndo foi influenciada pelas enzimas e ra¢des (p>0,05).

Né&o foi detectada nenhuma diferenca na digestibilidade aparente da MS,
da PB e do EE entre as racdes avaliadas na fase inicial (do 18° ao 20° dia de
idade)(p>0,05). Porém, todas as aves que consumiram a racdo do CN1 com
carboidrases, aproveitaram melhor a energia advinda dos nutrientes, nao
diferindo das aves do CP (p<0,05).

Em relacdo a fase final, do 38° ao 40° dia de criagdo, observa-se que
nenhuma das aves recebendo as racdes dos CN’s, suplementadas ou ndo com
carboidrases e fitase foram capazes de aproveitar a MS e a PB da racdo como as
aves do tratamento CP (p<0,05). Entretanto, os complexos 1 e 3, na racdo CN1
proporcionaram o0s maiores valores dos CDAPB entre todas as ra¢des com
reducdes de aminoacidos, PB, Ca, Pd e EMA(p<0,05).

O rendimento de carcaga, de peito, coxa e sobre coxa e gordura
abdominal ndo foram influenciados pelas reducdes nutricionais, energéticas e
pelas diferentes carboidrases. Da mesma forma ocorreu para a medida de peso

dos érgaos e comprimento do intestino delgado (p>0,05).

Tabela 4 Consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP) e conversdo alimentar (CA) de
frangos de corte de 1 a 21 dias, alimentados com ragdes contendo ou ndo fitase
e diferentes carboidrases.

Tratamentos CR GP* CA*

(9/ave) (9/ave) (9/9)
CP 1214 853 a 1,42 a
CN1 1166 789 ¢ 1,49b
CN2 1208 801c 1,50b
CN1(F+C1) 1214 848 a 1,43 a

CNL(F+C?2) 1219 824 b 1,48 b
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CNL(F+C3) 1213 818 b 1,48 b
CN2 (F+C 1) 1202 816 b 1,48 b
CN2 (F+C?2) 1202 812 b 1,48 b
CN2 (F+C 3) 1183 791c 1,49 b
Média 1202 817 1,47

Probabilidade 0,024 0,000 0,015
CV (%) 3,36 3,36 3,47

CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: rac8o controle negativo
1. CN2: racdo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.

*Médias com letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05).

Tabela 5 Consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP) e conversdo alimentar (CA) de
frangos de corte, de 1 a 35 dias, alimentados com ra¢des contendo ou néo fitase
e diferentes carboidrases.

Tratamentos CR GP* CA*
(9/ave) (9/ave) (9/9)
CP 3664 2307 a 1,58 a
CN1 3580 2149 ¢ 1,66 c
CN2 3669 2123 ¢ 1,72d
CN1(F+C1) 3694 2270 a 1,62b
CN1(F+C?2) 3656 2207 ¢ 1,65¢
CN1(F+C3) 3700 2260 a 1,63b
CN2(F+C1) 3653 2221b 1,64 b
CN2(F+C?2) 3642 2172 ¢ 1,67c
CN2 (F+C3) 3614 2163 ¢ 1,67c
Média 3652 2208 1,65
Probabilidade 0,128 0,000 0,000
CV (%) 2,26 2,36 2,30

CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: racdo controle negativo
1. CN2: racdo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.

*Médias com letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05).
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Tabela 6 Consumo de racdo (CR), ganho de peso (GP), conversdo alimentar (CA) e
viabilidade (Viab.) de frangos de corte de 1 a 41 dias, alimentados com ragdes
contendo ou ndo fitase e diferentes carboidrases.

Tratamentos CR GP* CA* Viab. (%)
(9/ave) (9/ave) (9/9)
CP 4781 2755 a 1,73a 98,75
CN1 4721 2599 b 181c 98,80
CN2 4883 2604 b 1,87d 99,50
CN1(F+C1) 4855 2732 a 1,77b 99,58
CN1(F+C2) 4816 2672 b 1,80c¢c 98,80
CN1(F+C3) 4868 2722 a 1,78 b 96,24
CN2 (F+C1) 4842 2677 b 1,80 ¢ 98,34
CN2(F+C2) 4813 2623 b 1,83¢c 98,75
CN2 (F+C3) 4802 2638 b 1,82c¢c 98,33
Média 4820 2669 1,8 98,56
Probabilidade 0,83 0 0 0,09
CV (%) 2,17 2,44 1,86 2,09

CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: ragdo controle negativo
1. CN2: racdo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.

*Médias com letras distintas, nas colunas, diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(p<0,05).

Tabela 7 Coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS), da proteina
bruta (CDAPB), do extrato etéreo (CDAEE) e energia metabolizavel aparente
corrigida para balango de nitrogénio (EMAnN, na matéria seca) de racgles
contendo ou ndo fitase e diferentes carboidrases, para frangos de corte de 18 a
20 dias de idade.

Tratamentos CDAMS CDAPB CDAEE EMAnN*
(%) (%) (%) (kcal/kg)
CP 70,94 61,68 79,56 3225a
CN1 71,71 61,21 79,50 3144 b
CN2 71,85 62,76 82,16 3051 b
CN1(F+C1) 72,25 62,70 78,88 3216a
CN1(F+C?2) 72,74 62,67 80,81 3204 a
CN1(F+C3) 71,45 61,59 80,16 3192 a
CN2 (F+C1) 72,55 62,29 80,86 3110 b
CN2 (F+C2) 71,92 62,20 78,91 3111b
CN2 (F+C 3) 71,33 62,21 78,92 3105 b
Média 71,97 62,04 79,97 3150
Probabilidade 0,057 0,435 0,306 0,000

CV (%) 1,52 3,07 3,37 1,88
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CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: racdo controle negativo
1. CN2: ragéo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.
*Meédias com letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Tabela 8 Coeficientes de digestibilidade aparente da matéria seca (CDAMS), da proteina
bruta (CDAPB), do extrato etéreo (CDAEE) e energia metabolizavel aparente
corrigida para balan¢o de nitrogénio (EMAN) de ra¢Ges contendo ou néo fitase e
diferentes carboidrases, para frangos de corte de 38 a 40 dias de idade.

CDAMS* CDAPB* CDAEE EMAN*
Tratamentos (%) (%) (%) (kcal/kg)
CP 76,84 a 66,99 a 86,84 3549 a
CN1 73,83b 60,11 c 84,38 3185¢
CN2 72,10b 58,83 ¢ 83,50 3123 ¢
CN1(F+C1) 74,00 b 63,27 b 85,41 3272 b
CN1(F+C2 72,82 b 61,59 ¢ 84,76 3233 Db
CN1(F+C3) 73,33b 63,59 b 84,56 3268 b
CN2(F+C1) 72,43 b 60,44 c 82,84 3130 ¢
CN2(F+C?2) 71,45b 60,40 c 83,27 3171c
CN2 (F+C3) 73,33 b 60,34 ¢ 84,46 3258 b
Média 73,32 61,73 84,36 3243
Probabilidade 0,001 0,000 0,629 0,000
CV (%) 2,85 4,44 3,88 2,46

CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: racdo controle negativo
1. CN2: racdo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.
*Médias com letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Tabela 9 Rendimentos de carcaca (RC), peito (RP), coxa e sobrecoxa (RC+S) e gordura
abdominal (GA), expressos em porcentagem, dos frangosaos 42 dias de idade,
alimentados com racfes contendo ou ndo fitase e diferentes carboidrases.

Tratamentos RC (%) RP (%) RC+S (%) GA (%)
cP 71,81 40,11 30,10 2,38
CN1 73,92 39,32 28,77 2,20
CN2 73,09 39,76 28,78 2,46
CN1(F+C1) 72,52 41,53 28,36 2,08
CN1(F+C?2) 72,98 39,45 28,84 2,80
CN1(F+C?3) 73,19 39,76 29,10 2,60
CN2 (F+C1) 73,43 39,68 28,50 2,33
CN2 (F+C?2) 73,22 39,25 29,23 2,53
CN2 (F+C?3) 72,71 39,11 29,48 2,38

Média 72,99 39,77 29,02 2,42



Probabilidade
CV (%)

0,471
2,35

0,317
4,74

0,586
5,76
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0,374
23,00

CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: racdo controle negativo

1. CN2: racdo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.

*Meédias com letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

Tabela 10 Peso, em gramas, do pancreas, figado, ceco, intestino delgado (ID) e
comprimento (cm) do ID dos frangos aos 42 dias de idade, alimentados com
ragBes contendo ou ndo fitase e diferentes carboidrases.

A Figado Ceco ID ID

Tratamentos Pancreas (g) @ @ @ (cm)
CpP 4,73 45,20 12,85 82,25 211,75
CN1 4,98 43,35 14,31 74,50 196,12
CN2 5,05 46,01 13,38 78,12 206,87
CN1(F+C1) 4,70 45,52 14,80 78,00 199,75
CN1(F+C2) 4,81 47,97 11,88 79,50 197,37
CN1(F+C3) 4,83 43,42 12,81 75,12 197,37
CN2(F+C1) 4,65 47,52 13,08 77,87 191,62
CN2(F+C2) 5,07 45,88 13,43 69,37 191,75
CN2 (F+C3) 4,89 47,38 13,76 76,25 207,00
Média 4,87 45,80 13,37 76,77 200,12
Probabilidade 0,947 0,262 0,881 0,360 0,157
CV (%) 15,41 9,07 26,99 12,59 7,97

CV: Coeficiente de variacdo. CP: racdo controle positivo. CN1: racdo controle negativo

1. CN2: racdo controle negativo 2. F: fitase. C: complexo de carboidrase.

*Médias com letras distintas, na coluna, diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p<0,05).

4. Discussao

Nos primeiros dias de vida da ave, a digestdo do amido, geralmente, é

menor em relagdo a fase final, em decorréncia da imaturidade do trato

digestorio, tanto em relacdo ao enterocito, que é considerado imaturo, pois nos

primeiros dias do frango ainda esta direcionando para a transferéncia de

imunoglobulinas além da absor¢do dos nutrientes, quanto a baixa producdo de

enzimas, como a o - amilase. Provavelmente, os melhores resultados de

desempenho com a utilizagdo de o — amilase ¢ B — glucanase na ragdo, na fase de
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1 a 21 dias, aconteceram em virtude da complementagdo da o - amilase
enddgena, maximizando a atuacdo nas moléculas de amido do alimento. O
ganho de peso proporcionado por estas carboidrases representou, 7,4% a mais
em relagdo ao CN1, sem suplementagdo enzimatica.

Ao mesmo tempo, a presenca de P —glucanase pode ter alterado a
arquitetura das paredes celulares do milho, propiciando melhor contato da
amilase com seu substrato no interior do grdo, como sugerem Cowieson and
Adeola, 2005.

A idade das aves pode afetar os valores de digestibilidade do amido,
pois de acordo com Nitsan et al. (1991) a atividade da a-amilase produzida pelo
pancreas diminui do 3° ao 6° dia apés o nascimento do pinto, entretanto,
aumenta em seguida, aproximadamente, 10 a 20% no 11° dia de vida. Dessa
forma, reduzida o-amilase enddgena pode limitar o aproveitamento do amido
nos primeiros dias apds eclosdo. No 13° dia de criacdo, todas as aves de cada
box experimental foram pesadas (dados ndo publicados) e o ganho de peso das
aves consumindo o — amilase ¢ B — glucanase na racdo CN1 ja era maior
significativamente em relacdo aos demais tratamentos dos CN’s e, semelhante
ao CP (p<0,05), confirmando outros resultados encontrados na literatura (Zhou
et al., 2009; Gracia et al., 2009).

Observa-se que na fase inicial ndo houve diferencas nos coeficientes de
digestibilidade aparente da MS, da PB e do EE entre os tratamentos, entretanto,
todas as carboidrases utilizadas nas ragdes CN1 geraram maiores valores de
EMAnN, confirmando a disponibilidade de mais 100 kcal/kg de ragdo pela acéo
das enzimas exdgenas. Apesar desse resultado, o ganho de peso das aves
alimentadas com o complexo enzimatico 2 (a - galactosidase, galactomananase,
B -xilanase e B - glucanase ) e 3 (B — xilanase e 3 — glucanase) ndo foi suficiente

para se igualar ao CN1 contendo o — amilase e § — glucanase, provavelmente,
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porque a valorizagdo proteica e de aminoacidos deve ter sido alta para estas
enzimas, em conjunto com a fitase.

Esses resultados também sustentam a possivel acdo da amilase exdgena
na molécula de amido, pois a retencdo de energia ndo foi mediada por maior
aproveitamento da gordura, mas devido a outros nutrientes que compdem a
energia da racdo, como o amido, verificado em outros trabalhos por Knuckles
and Betschart, 1987, Cowieson et al., 2004 and Cowieson, 2005.

Apesar de alguns autores afirmarem que os efeitos na digestibilidade dos
nutrientes sdo melhor percebidos quando se avalia a digesta ileal, na fase inicial,
0s cecos das aves ainda ndo estdo completamente desenvolvidos e a fermentagédo
da digesta é pequena (Rostagno et al., 1999), portanto, possivelmente, ndo houve
influencia nos valores pelo método adotado no estudo, de coleta total de
excretas.

Nas fases de crescimento e final pode ter havido efeito residual da fase
anterior, entretanto, deve se considerar a satisfatéria atuacdo do complexo
enzimatico 3 com o avangar da idade das aves, com aumento no ganho de peso
em 1119 e 123 g, quando compara-se ao CN1, sem enzimas, nas avaliacdes de 1
a 35 e 1 a 41 dias de idade, respectivamente. Esses resultados representaram
melhoria de 1,8% e 1,65% na conversdo alimentar das aves, porém, ndo foram
suficientes para equalizar aos valores de CA das aves alimentadas com a racdo
CP, assim como ocorreu com o complexo de carboidrase 1 (CN1).

O efeito positivo do complexo 3 pode ser devido a agdo da xilanase na
diminuicdo da viscosidade da digesta, proporcionando menor constante de
difusdo e dessa forma, aumentando o aproveitamento da proteina indigestivel do
alimento como um todo. Avaliando todos os aminoacidos, na maioria dos
ingredientes vegetais, Cowieson and Bedford(2009) observaram melhorias na

digestibilidade ileal de 16%, em média, com o uso de xilanase. Embora, alguns
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trabalhos realizados com fitase e xilanase em ragdes contendo trigo para aves
tenham mostrado que hd um efeito subaditivo em todos os aminoacidos,
principalmente aqueles encontrados na mucina, como serina, treonina, e &cido
aspartico. Isso parece acontecer em virtude de um conflito de acles entre as
enzimas, onde a xilanase exdgena estimula as células de globet a produzir
mucina, relacionado a diminuicdo da viscosidade, enquanto a fitase age
contrariamente, diminuindo a atividade destas células (Sharma et al., 1997;
Fernandez et al., 2000).Porém, outros trabalhos devem ser realizados para
confirmar esse efeito em ragdes com milho e farelo de soja.

Associando os resultados de desempenho e metabolismo da fase final,
pode-se hipotetizar que as redugdes estipuladas para aminoacidos, PB e EMA
das racdes, foram superestimadas. Os valores dos coeficientes de digestibilidade
da MS e da PB foram menores para todas as ra¢cdes dos CN’s, em relacdo ao CP,
porém, os maiores valores dos CDAPB foram decorrentes da suplementagédo
com B — xilanase e B — glucanase e o — amilase ¢ B — glucanase, no
CN1,sustentando, dessa forma, os resultados de desempenho.

Varios trabalhos demonstram melhorias na digestibilidade do amido, da
gordura e de proteinas com o uso de enzimas através da liberacdo dos nutrientes
encapsulados na parede celular dos vegetais. A quebra dessa estrutura e a
hidrélise das moléculas de polissacarideos ndo amildceos complexados com
proteinas, por exemplo, leva a exposicao deste nutriente & enzimas endogenas
com atividade proteolitica (AFTA, 2012).

A aceitacdo geral de que as carboidrases aumentam somente o contetido
energético dos alimentos é contestado por alguns trabalhos na literatura (Kocher
et al., 2002; Ghazi et al., 2003; Meng and Slominski, 2005;Rutherfurd et al,
2007; Cowieson et al., 2010; Li et al., 2010),0s quais demonstram aumento de

3,3% a 7,1% ( média de 5,2%) na digestibilidade de proteinas. No presente
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estudo houve melhoria de 5,25% e 5,78% no aproveitamento desse nutriente
quando se utilizou os complexos 1 e 3, respectivamente, na fase final.

A EMAnN dos CN’s com enzimas, ndo foi recuperada, em relacdo ao
tratamento CP na fase final, embora todos os complexos de carboidrases
utilizados no CN1 foram capazes de aumentar o aproveitamento da energia pelas
aves, principalmente o complexo 3, composto por xilanase e B — glucanase, que
também foi efetivo na racdo CN2 (quando compara-se a racdo sem enzimas).
Contudo, a interacdo entre fitase e carboidrases ndo sustenta a reducdo de 100
kcal de EMAN/kg na ragdo, nas fases avaliadas de 1 a 35 e 1 a 41 dias.

Varias evidencias sugerem que a utilizacdo de produtos com varias
atividades enziméticas atuando em diferentes substratos podem promover
melhores resultados (Meng et al., 2005; Kocher et al., 2003) em relacdo a
produtos de atividade Unica, entretanto, de acordo com o0s resultados da
carboidrase 2 deste trabalho, isso nem sempre acontece.

O diferencial energético das ragbes com reducdo de até 150 kcal de
EMA, 2% de PB e de 3% de aminoacidos, independentemente do uso das
enzimas, ndo interferiu no rendimento de carcaca, peito, coxa e sobrecoxa e
gordura abdominal das aves com 42 dias de idade. Esses resultados corroboram
com Zanella et al. (1999), Torres et al. (2003) e Fortes et al. (2012).Entretanto,
Neto et al. (2012) demonstraram que a suplementacdo enzimatica reduz a
gordura abdominal de frangos de corte, provavelmente por disponibilizar mais
nutrientes para a sintese muscular, sem a necessidade de desaminar aminoacidos
para fornecer energia. Por outro lado, torna-se importante avaliar esses
pardmetros quando se reduz o nivel proteico da racdo, porque pode ocorrer
maior porcentagem de gordura abdominal nas carcacas, em fungdo do menor
incremento caldrico e consequentemente, maior energia liquida. A energia

liquida é usada para a manutencdo e producdo e o0 excesso € depositado na
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forma de gordura (Musharaf and Latshaw, 1999). Portanto, as reducdes
propostas ndo foram suficientes para causar esse aumento na gordura abdominal.

O peso do figado, pancreas, ceco e ID, além do comprimento, ndo foi
afetado pelas enzimas e racdes experimentais. Na literatura, ndo ha ainda
evidéncias sobre trabalhos demonstrando efeito sobre a biometria de 6rgdos com
0 uso de enzimas em racOes a base de milho e farelo de soja, com valorizagdes
nutricionais.

Wang et al. (2005) avaliaram frangos de corte alimentados com dietas
contendo trigo e niveis crescentes de um complexo enzimatico (xilanase e f —
glucanase). O peso e comprimento de todos os segmentos do intestino delgado
tiveram uma diminuicdo linear de acordo com o0s niveis crescentes de
suplementacdo enzimatica. Houve também uma relacdo linear negativa entre o
peso do figado e pancreas com os niveis do complexo na racao, aos 21 e 42 dias,
respectivamente. Esses efeitos podem estar diretamente relacionados com a
capacidade do trigo em aumentar a viscosidade da digesta, gerando uma
modificacdo da estrutura e funcdo do intestino e outros orgdos das aves,
caracterizando aumento do peso e da atividade secretdria do pancreas, figado e
intestino (Annison and Choct, 1991; Brenes et al.,1993).

5. Conclusao

Na fase inicial de criagdo (1 a 21 dias), recomenda-se racOes
suplementadas com o - amilase, B — glucanase e fitase,com redugdo da energia
em 100 kcal/kg de EMAnN, 2% de PB, 3% de aminoacidos limitantes e 0,12

pontos percentuais de Ca e Pd.
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Na fase de 1 a 35 e 1 a 42 dias de idade, a enzima fitase e os complexos
de a - amilase, B — glucanase e xilanase com  — glucanase sdo efetivas em
melhorar a CA comparado a aves dos CN’s sem suplementacé&o.

O rendimento de carcaga, cortes, gordura abdominal, o peso do
pancréas, figado, ceco e intestino delgado, além do comprimento do ID, aos 42
dias de idade, ndo sdo influenciados pelas reducdes nutricionais e da energia da

ragao, nem pelas enzimas suplementadas.
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ARTIGO 2 - Associacdo de fitase, carboidrases e diferentes proteases em racoes
para frangos de corte

Meneghetti, C.; Bertechini, A.G. et al.

Artigo redigido conforme normas da Revista Animal Feed Science and

Technology — verséao preliminar

Resumo

Um experimento foi realizado para avaliar as redugdes nutricionais e da energia
metabolizavel de racdes suplementadas com fitase, carboidrases e diferentes
proteases, para frangos de corte. Foram avaliados 7 tratamentos com 8
repeticdes cada, totalizando 56 parcelas. Os tratamentos foram: 1) CP; II) )
CN1(reducdo de 100 kcal/kg de EMAn, 7,0% de aas e PB e 0,12 pontos
percentuais de Pd e Ca); II1) CN2 (reducdo de 100 kcal/kg de EMAN, 10% de
aas e PB e 0,12 pontos percentuais de Pd e Ca); IVV) CN1 + fitase + carboidrase
(o — amilase e B — glucanase) + protease 1; V) CN1 + fitase + carboidrase +
protease 2; VI) CN2 + fitase + carboidrase + protease 1; VII) CN2 + fitase +
carboidrase + protease 2.Na fase incial, a protease 1, na racdo CNI,
proporcionou melhoria na CA, sem diferir do CP. Na fase de 1 a 35 dias, as
proteases melhoraram a CA, assim como na fase total (1 a 42 dias), salvo a
protease 1 na ragdo CN2. A digestibilidade da PB foi aumentada na fase final
com o0 uso das enzimas, assim como o teor de cinzas da tibia. Ndo houve
diferenca nas caracteristicas de carcaca, cortes e na gordura abdominal. A
suplementagao de fitase, a- amilase, - - glucanase e protease em ragdes com

redugdo nutricional e da energia, pode ser usada até 42 dias de idade, sem causar



70

prejuizos no desempenho, na digestibilidade da PB e da MS, nas caracteristicas
de carcaca e cinzas 6sseas de frangos de corte.

Palavras-chave: enzimas, desempenho, digestibilidade, rendimento.

Abreviacgdes:
aas: aminoacidos; Ca: calcio; CA: conversdo alimentar; CDA: coeficiente de

digestibilidade aparente; CP: controle positivo; CN: controle negativo; EMAnN:
energia metabolizavel aparente corrigida para balango de nitrogénio; GP: ganho

de peso; MS: matéria seca; PB: proteina bruta; Pd: fésforo disponivel.

1.Introducéo

A grande variedade de proteases enddgenas produzidas no trato
gastrointestinal (TGI) das aves geralmente é suficiente para uma adequada
utilizacdo de proteinas (Nir et al., 1993). No entanto, os resultados de
digestibilidade indicam que consideraveis quantidades de aminoacidos e
proteina passam pelo TGl sem serem aproveitados e completamente digeridos
(Lemme et al, 2004). Dessa forma, enzimas exdgenas, como as proteases,
podem maximizar a disponibilidade desses nutrientes para serem utilizados para
mantenca e crescimento dos animais, contribuindo com a EMA das racles e
consequentemente, melhorando o desempenho e/ou diminuindo o custo de
alimentacao.

Além disso, as proteases exdgenas podem amenizar os efeitos de fatores
anti-nutricionais da soja, como lecitinas e inibidores de proteases, caso ndo haja
tratamento térmico adequado. Dentre esses efeitos hd decréscimos na
digestibilidade da proteina e da gordura, reduzindo a absor¢do de nutrientes,
principalmente de aminoacidos sulfurados (Zanella et al., 1999). Esses fatores

anti-nutricionais causam aumento na produgdo de mucina e consequentemente,



71

maior perda enddgena de aminoécidos. Nesse contexto, a protease exdgena
aumenta a digestibilidade proteica pela diminuicdo da perda enddgena,
proporcionando um efeito secundario no aproveitamento da energia da racéo.

O farelo de soja é a fonte proteica mais utilizada em racOes brasileiras
para frangos de corte, entretanto, o seu alto custo no Gltimos anos sustenta a
suplementacdo de proteases a fim de otimizar seu valor nutricional.

Estudos realizados no Brasil destinados especificamente para frangos de
corte abordam proteases de serina, tais como quimiotripsina, tripsina e elastase,
entretanto, diferem destas por serem endopeptidases relativamente sem
especificidade quanto a hidrolise de ligagbes peptidicas e, portanto, com
potencial de agdo sobre todas as proteinas.

A interpretacdo de resultados a partir de estudos publicados com
proteases é confundida pela existéncia de mais de uma atividade enzimatica em
um unico tratamento, mas também pela diversidade de ingredientes e tipos de
proteases usadas nos mesmos (Marsman et al., 1997; Simbaya et al., 1996;
Naveed et al.,, 1998;). Assim, resultados inconsistentes e variaveis sdo
frequentemente encontrados. Por outro lado, produtos que possuem apenas
atividades de protease permitem uma interpretacdo mais facil dos resultados a
nivel experimental, ainda que estes sejam mais escassos na literatura.

Ghazi et al. (2002) observaram efeitos positivos usando uma protease,
tanto in vitro como in vivo, quando dietas foram marginalmente deficientes em
aminoAcidos. Diferencas considerdveis na digestibilidade de nitrogénio e na
energia  metabolizavel foram encontradas quando duas proteases
monocomponentes foram utilizadas (Ghazi et al., 1997a, b). Melhorias na
digestibilidade da matéria seca e energia tém sido citadas quando proteases

exogenas foram utilizadas, mas estas podem ocorrer em paralelo a diminuigao da
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atividade de quimiotripsina no pancreas, e de amilase, tripsina e quimiotripsina
no intestino delgado (Ghazi et al., 2002; Mahagna et al., 1995).

Recuperagdo do ganho de peso e conversdo alimentar quando se
suplementa proteases monocomponentes em racGes com reducdo nutricional de
aminoacidos e proteina bruta também sdo reportados em varias pesquisas
(Odetallh et al., 2005; Wang et al., 2006; Bertechini et al, 2009; Carvalho et al,
2009; Angel et al, 2011).

A associacdo de proteases e outro grupo de enzimas deve ser
investigada em relagdo a resisténcia deste a atividade proteolitica, devido a
inespecificidade quanto a hidrolise de ligacbes peptidicas e, portanto, com
potencial de acdo sobre todas as proteinas, inclusive as enzimas exégenas. Sendo
assim, objetivou-se com o trabalho determinar até quanto se pode reduzir 0s
nutrientes de racGes contendo fitase, carboidrases e diferentes proteases para
frangos de corte, avaliando o desempenho, rendimento de carcaca,

digestibilidade dos nutrientes e cinzas 0sseas.

2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Lavras
(UFLA) na cidade de Lavras ( Minas Gerais), no periodo de setembro de 2012 a
dezembro de 2012. Todos os procedimentos realizados durante o experimento
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) (protocolo n°® 066/12).

2.1 Delineamento experimental e tratamentos
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 7
tratamentos e 8 repeticdes cada, totalizando 56 parcelas experimentais.

Foram utilizadas trés racGes, uma racdo CP, sem suplementacdo
enzimatica e duas racbes CN, sem enzimas, com reducdo de 7% e 10% nos
primeiros aminoacidos limitantes (metionina, lisina e treonina) e na proteina
bruta, respectivamente. Em ambas as ra¢es dos CN’s também reduziu-se 100
kcal/kg de EMA e 0,12 pontos porcentuais de fésforo disponivel e célcio. A
partir dessas ragOes, foram suplementados uma enzima fitase, carboidrases e
duas diferentes proteases monocomponentes em cada CN, constituindo os

tratamentos, listados a seguir:

1.CP, sem enzimas

2.CN1, sem enzimas

3.CN2, sem enzimas

4.CNL1 + fitase (50g/ton) + carboidrases(300 g/ton) + Protease 1 (500 g/ton)
5.CN1 + fitase (50g/ton) + carboidrases (300 g/ton) + Protease 2 (200 g/ton)
6.CN2 + fitase (50g/ton) + carboidrases (300 g/ton) + Protease 1(500 g/ton)
7.CN2 + fitase (50g/ton) + carboidrases(300 g/ton) + Protease 2 (200 g/ton)

As enzimas foram adicionadas nas ragdes substituindo-se parcialmente o
inerte (caulim) das ragdes dos CN’s. As proteases usadas foram: protease 1 (P1),
com atividade minima de 600.000 U/g e produzida por Bacillus licheniformis;
protease 2 (P2),com atividade minima declarada de 75.000 U/g , produzida a
partir do micro-organismo Bacillus licheniformis, contendo gene de
Nocardiopsis prasina.

A fitase utilizada apresentava atividade minima declarada de 10.000

FTU/g de produto, produzida por Schizosaccharomyces pombe geneticamente
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modificado com o gene de Escherichia coli. O complexo de carboidrase (C)
testado é composto por a — amilase (200 kNU)e B —glucanase (350 FGB) por

grama de produto, produzida por Bacillus amyloliquefaciens.

2.2 Ragdes

Foram realizadas analises do milho e do farelo de soja anteriormente a
formulacdo das racBGes experimentais, em seus principais componentes de
interesse (aminoacidos, proteina bruta, célcio e fosforo), pelo CBO Analises
Laboratoriais, em Campinas, S&o Paulo (Tabela 1). A composi¢do, em
nutrientes, dos demais ingredientes, assim como a EM e da PB dos aminoacidos
sintéticos utilizados foi obtida das Tabelas brasileiras (Rostagno et al., 2011).

As racbes foram fareladas, formuladas seguindo as exigéncias de
Bertechini (2012), de acordo com as fases de criacdo (1 a 21; 22 a 35 ¢ 36 a 42
dias) (Tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 1 Composicdo analisada do milho e farelo de soja utilizados no experimento.

Milho Farelo de soja
Componentes
%

Alanina 0,53 2,10
Arginina 0,35 3,52
Acido Aspértico 0,44 5,38
Glicina 0,29 2,21
Isoleucina 0,22 1,93
Leucina 0,87 3,75
Acido Glutamico 1,26 8,73
Lisina 0,20 2,91
Cistina 0,13 0,44
Metionina 0,15 0,58
Fenilalanina 0,33 2,44
Tirosina 0,27 1,75

Treonina 0,27 1,93



Prolina 0,70 2,60
Valina 0,32 2,05
Histidina 0,18 1,27
Serina 0,31 2,67
Total 6,82 46,26
Proteina Bruta 6,86 46,37
Calcio 0,02 0,25
Fésforo total 0,22 0,58
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Tabela 2 Ragdes basais da fase inicial (1 a 21 dias) para frangos de corte.

Ingredientes

Racdes Basais

(9/kg de racdo, em matéria natural) CPt CN12 CN23
Milho 552,12 628,65 648,25
Farelo de Soja 370,03 327,39 316,80
Oleo de soja 36,02 6,37 3,17
Fosfato bicalcico 18,96 12,79 12,93
Bicarbonato de sédio 0,00 1,30 1,85
Calcério calcitico 7,33 8,41 8,42
Sal comum 4,95 4,05 3,67
Premix Mineral* 0,50 0,50 0,50
PremixVitaminico® 1,00 1,00 1,00
DL-Metionina 99% 3,71 3,35 3,20
L-Lisina 78% 2,76 2,91 2,93
L-Treonina 98% 0,91 0,86 0,85
Cloreto de colina 60% 0,60 0,60 0,60
Bacitracina Zn 15% 0,30 0,30 0,30
Salinomicina 12% 0,50 0,50 0,50
Caulim 0,00 1,00 1,00
Composic¢do nutricional calculada

(9/kg de ragdo, em mateéria natural)

EMA (kcal/kg) 3050 2950 2950
Proteina Bruta 214,80 200,10 193,68
Calcio 8,45 7,25 7,25
Fésforo total 7,06 5,77 5,75
Faésforo disponivel 4,60 3,40 3,40
Sédio 2,15 2,15 2,15
Metionina + Cistina digestivel 9,35 8,70 8,41
Lisina digestivel 13,0 12,1 11,7
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Treonina digestivel 8,48 7,88 7,63
BE (mEq/kg)° 210 210 210

1 Racdo controle positivo. 2 Racdo controle Negativo 1. 3 Racdo controle Negativo 2.

* Suplementado por kg de racdo: vitamina A - 12.000 Ul; vitamina D3- 2.500 UI;
vitamina E -30 Ul; vitamina B1 - 2 mg; vitamina B6 - 3 mg; pantotenato de calcio- 10
mg; biotina- 0,07 mg; vitamina k3 - 3 mg; acido félico - 1 mg; acido nicotinico - 35 mg;
vit. B12 - 15 pg; selénio - 0,12 mg; BHT - 5 mg.

> Suplementado por kg de racdo: manganés - 80 mg; ferro— 50 mg; zinco 50 mg; cobre -
10 mg; cobalto— 1 mg; iodo - 1 mg.

® Balanco eletrolitico calculado segundo a equacéo de Mogin (1981).

Tabela 3 RagOes basais da fase de crescimento (22-35 dias) para frangos de corte.

Ingredientes Racdes Basais

(g/kg de racdo, em matéria natural) CPt CN12 CN23
Milho 589,35 650,00 655,40
Farelo de Soja 329,38 296,97 295,95
Oleo de soja 43,95 17,40 13,00
Fosfato bicalcico 16,03 9,07 9,07
Bicarbonato de sédio 0,00 1,98 1,99
Calcério calcitico 7,44 10,58 10,58
Sal comum 4,60 3,24 3,23
Premix Mineral® 0,50 0,50 0,50
Premix Vitaminico® 0,80 0,80 0,80
DL-Metionina 99% 3,23 2,93 2,92
L-Lisina 78% 2,60 3,21 3,23
L-Treonina 98% 0,81 1,03 1,03
Cloreto de colina 60% 0,50 0,50 0,50
Bacitracina Zn 15% 0,30 0,30 0,30
Salinomicina 12% 0,50 0,50 0,50
Caulim 0 1,00 1,00

Composic¢do nutricional calculada
(9/kg de ragdo, em mateéria natural)

EMA (kcal/kg) 3150 3050 3050
Proteina Bruta 198,0 183,5 177,6
Célcio 7,70 6,50 6,50
Fésforo total 6,33 5,04 5,02
Faésforo disponivel 4,00 2,80 2,80
Sadio 2,00 2,00 2,00
Metionina + Cistina digestivel 8,50 7,90 7,70
Lisina digestivel 11,9 11,0 10,7
Treonina digestivel 7,80 7,20 7,00

BE (mEq/kg)® 190 190 191
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1 Racdo controle positivo. 2 Racdo controle Negativo 1. 3 Racdo controle Negativo 2.

* Suplementado por kg de ragfo: vitamina A - 12.000 Ul; vitamina D3- 2.500 UI;
vitamina E -30 UI; vitamina B1 - 2 mg; vitamina B6 - 3 mg; pantotenato de calcio- 10
mg; biotina- 0,07 mg; vitamina k3 - 3 mg; acido félico - 1 mg; acido nicotinico - 35 mg;
vit. B12 - 15 pg; selénio - 0,12 mg; BHT - 5 mg.

> Suplementado por kg de racdo: manganés - 80 mg; ferro— 50 mg; zinco 50 mg; cobre -
10 mg; cobalto— 1 mg; iodo - 1 mg.

® Balanco eletrolitico calculado segundo a equagéo de Mogin (1981).

Tabela 4 Rac6es basais da fase final (36-42 dias) para frangos de corte.

Ingredientes Racdes Basais

(g/kg de racdo, em matéria natural) CP? CN12 CN23
Milho 624,05 695,01 711,90
Farelo de Soja 296,93 258,69 244,20
Oleo de soja 44,77 16,02 13,30
Fosfato bicalcico 14,12 7,91 8,04
Bicarbonato de sédio 0,00 1,09 2,00
Calcério calcitico 7,51 8,58 8,59
Sal comum 4,34 3,58 2,96
Premix Mineral®* 0,50 0,50 0,50
PremixVitaminico® 0,60 0,60 0,60
DL-Metionina 99% 2,95 2,65 2,53
L-Lisina 78% 2,63 2,79 2,82
L-Treonina 98% 0,80 0,77 0,76
Cloreto de colina 60% 0,50 0,50 0,50
Bacitracina Zn 15% 0,30 0,30 0,30
Caulim 0,00 1,00 1,00

Composicdo nutricional calculada
(9/kg de ragdo, em mateéria natural)

EMA (kcal/kg) 3200 3100 3100
Proteina Bruta 185,10 172,20 165,90
Célcio 7,15 5,96 0,96
Fésforo total 5,84 4,57 4,55
Fésforo disponivel 3,57 2,38 2,38
Sadio 1,90 1,90 1,90
Metionina + Cistina digestivel 7,93 7,38 7,13
Lisina digestivel 1,10 1,03 0,99
Treonina digestivel 7,28 6,77 6,55
BE (mEq/kg)® 180 180 180

1 Racgdo controle positivo. 2 Ragdo controle Negativo 1. 3 Ragéo controle Negativo 2.
* Suplementado por kg de racdo: vitamina A - 12.000 Ul; vitamina D3- 2.500 UI;
vitamina E -30 Ul; vitamina B1 - 2 mg; vitamina B6 - 3 mg; pantotenato de célcio- 10
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mg; biotina- 0,07 mg; vitamina k3 - 3 mg; acido félico - 1 mg; acido nicotinico - 35 mg;
vit. B12 - 15 pg; selénio - 0,12 mg; BHT - 5 mg.

> Suplementado por kg de racdo: manganés - 80 mg; ferro— 50 mg; zinco 50 mg; cobre -
10 mg; cobalto— 1 mg; iodo - 1 mg.

® Balanco eletrolitico calculado segundo a equacéo de Mogin (1981).

2.4 Procedimentos experimentais

No total, 1400 frangos de corte machos da linhagem Cobb-500® foram
utilizados no experimento. Os pintos foram adquiridos de incubat6rio comercial,
vacinados contra doenca de Marek, com um dia de idade e criados em galpdo
convencional, contendo cortinas laterais com dispositivos de catraca (subida e
descida) para controle parcial da temperatura e ventilagdo, equipado com boxes
experimentais contendo maravalha, comedouro tubular e bebedouro pendular.
Cada box continha 25 frangos, correspondendo a 8,33 aves/m2,

As aves e as racOes foram pesadas no primeiro, 21° 35° e 41° dia de
idade, obtendo dessa forma o consumo de racdo (CR), o0 GP e a CA nos periodos
dela?2l,1a35ela4l dias de criacdo. A mortalidade em cada parcela foi
registrada diariamente para controle da viabilidade de criacdo e corre¢do do CR
e CA das aves.

A temperatura e a umidade relativa (maxima e minima) foram registradas
diariamente, as 16 horas, por meio de um termo-higrémetro localizado na parte

central do galpéo, cujas médias encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 Médias, referentes ao valores de temperatura e umidade dentro do galpédo

registrados durante o experimento.

Temperatura Umidade
Semana Maxima Minima Maxima Minima
10 34,76 20,27 68,14 39,86

2° 34,97 21,48 79,83 32,67
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3° 34,97 21,48 79,83 32,67
4° 32,64 19,47 94,14 34,57
50 29,87 18,89 98,29 42,71
6° 32,17 16,80 96,43 35,14

No 13° e 35° dia de idade, todas as aves das parcelas foram pesadas e
obtido o peso médio para a transferéncia de 5 e 3 aves, respectivamente, para
gaiolas de metabolismo (50 x 50 x 45 cm)providas de bandejas metalicas
coletoras, revestidas com plastico para facilitar as coletas de excretas. O
comedouro e bebedouro eram individuais “tipo calha”, construidos em chapa de
ferro galvanizado dispostos externamente na parte frontal da gaiola. Entretanto,
na fase inicial, utilizou-se o bebedouro individual de pressio “tipo infantil”,
disposto no interior da gaiola e os pisos das gaiolas foram revestidos com tela
plastica de polipropileno de 1cm de didmetro, para permitir melhor alojamento
das aves.

O ensaio de metabolismo foi realizado em sala de 72 m2 (12 m x 6 m),
construida em alvenaria, com controle de temperatura ambiente por dispositivo
digital de controle e sistema de exaustdo de calor e gases por ventiladores.

Utilizou-se quatro dias para adaptacdo a gaiola e trés dias para a coleta
total de excretas. As coletas foram realizadas uma vez ao dia, ha parte da manha.

As excretas de cada parcela foram acondicionadas em sacos plasticos
previamente identificados e armazenados em freezer a temperatura de -5°C até
o periodo final do experimento. Ao final das coletas, as amostras foram
descongeladas, pesadas e homogeneizadas e delas retiradas amostras de 400
gramas para analises laboratoriais de MS,N,EE e energia bruta (EB) (AOAC,
2005). Essas amostras sofreram uma pré-secagem em estufa de ventilagdo

forcada (55°C) durante o periodo de 72 horas. Posteriormente, foram pesadas e
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moidas em moinho “tipo faca”, com peneciras de 0,5 mm. Paralelamente,
aliquotas homogéneas de cada racdo foram coletadas, moidas e armazenadas até
a realizacdo das mesmas andalises quimicas propostas para as excretas.

As racOes experimentais foram pesadas no inicio do ensaio metabdlico e
a sobras descontadas ao final para quantificagdo do consumo de alimento por
ave, referente ao periodo de coleta de excretas.

Determinou-se nesse estudo, os coeficientes de digestibilidade aparente
da matéria seca (CDAMS) e da proteina bruta (CDAPB) das racdes
experimentais. Para os célculos dos coeficientes de digestibilidade aparente
(CDA) dos nutrientes (MS e PB) utilizou-se a equacdo: CDA nutriente = [ (g de
nutriente ingerido (em MS) — g de nutriente excretado (em MS))/ g de nutriente
ingerido (em MS)] x 100.

Aos 42 dias de idade, 2 aves de cada box foram pesadas individualmente
antes do abate (peso vivo), apds periodo de jejum de, aproximadamente, 8
horas, seguida de sangria, escaldagem, depenagem e  evisceracdo. Na
determinacdo do rendimento de carcaga, considerou-se 0 peso da carcaca
eviscerada (sem visceras, pés e pescog¢o), em relacdo ao peso vivo da ave depois
do jejum. Os cortes de pernas (coxa + sobrecoxa), peito e asas foram pesados em
balanca com precisdo de 1 g e seus rendimentos calculados em relacdo ao peso
da carcaca eviscerada. A gordura abdominal foi constituida pelo peso do tecido
adiposo presente ao redor da cloaca, da bursa de Fabricius e dos mlsculos
abdominais adjacentes. Para a determinacdo de cinzas 0sseas retirou-se a tibia
esquerda das aves, a qual foi descarnada, seca a 105 °C, desengordurada em éter

etilico e incinerada a 600 °C.

2.5 Analise estatistica
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Os dados foram submetidos & analise de variancia utilizando-se o
software Sistema de Analise de Variancia para Dados Balanceados (SISVAR,
5.3), descrito por Ferreira (2010). A comparacao entre os tratamentos foi feita

pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

3. Resultados

Os resultados de desempenho das fases de 1 a 21, 1 a 35 e de 1 a 42 dias
de idade das aves encontram-se nas Tabelas 6, 7 e 8, respectivamente. Os
coeficientes de digestibilidade aparente da MS e da PB das racdes iniciais e
finais encontram-se na Tabela 9 e, o rendimento de carcaga, cortes e gordura
abdominal estdo dispostos na Tabela 10. Os valores de cinzas da tibia esquerda
das aves aos 42 dias de idade estdo na Tabela 11.

O consumo de racdo e 0 ganho de peso das aves de uma 21 dias de idade
ndo foram afetados pelas enzimas e pela