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RESUMO GERAL

JACOB, Rodrigo de Freitas, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021. Avalia¢ao
de enzimas exégenas suplementadas em dietas reduzidas em nutrientes e energia para
frangos de corte. Orientador: Luiz Fernando Teixeira Albino. Coorientadores: Arele Arlindo
Calderano e Hor4cio Santiago Rostagno.

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar os efeitos da suplementacdo de
fitase ou fitase + complexo multienzimdtico em dietas, a base de milho e de farelo de soja, com
reducdo de calcio (Ca), fésforo disponivel (Pd) e energia metabolizdvel (EM) sobre o desem-
penho, a retencdo de energia e a digestibilidade de aminoacidos em frangos de corte. No total,
foram utilizados 3.056 frangos de corte Cobb 500, divididos em dois ensaios de desempenho,
dois de metabolismo e dois de digestibilidade. Em cada experimento, um total de 1.528 frangos
de corte de 1 a 42 dias de idade foram distribuidos em um delineamento experimental inteira-
mente casualizado (DIC) com 5 tratamentos, 10 repeti¢cdes de 20 aves por unidade experimen-
tal. Os tratamentos avaliados no primeiro experimento foram: controle positivo, atendendo as
recomendacdes nutricionais (CP); dois controles negativos (CN) com redugdo de 0,16% de Ca,
0,15% de Pd, 68 kcal/kg de EM no CN1 e 100 kcal/kg de EM no CN2; CN1 + 500 FTU/kg de
fitase (Escherichia coli); e CN2 + 500 FTU/kg de fitase + 15.000 U/kg de xilanase + 2.400
U/kg de B-glucanase + 2.400 U/kg de B-mananase + 1.200 U/kg de celulase + 150 U/kg de a-
amilase + 100 U/kg de a-galactosidase + 1.500 U/kg de pectinase +2.500 U/kg de protease. No
segundo experimento, os tratamentos foram compostos pelo controle positivo, atendendo as
recomendagdes nutricionais (CP); dois controles negativos (CN) com reducdo de 0,16% de Ca,
0,15% de Pd, 80 kcal/kg de EM no CN1 e 100 kcal/kg de EM no CN2; CN1 + 1.000 FTU/kg
de fitase; e CN2 + 1.000 FTU/kg de fitase + 15.000 U/kg de xilanase + 2.400 U/kg de B-gluca-
nase + 2.400 U/kg de B-mananase + 1.200 U/kg de celulase + 150 U/kg de a-amilase + 100
U/kg de a-galactosidase + 1.500 U/kg de pectinase + 2.500 U/ kg de protease. Tanto no pri-
meiro quanto no segundo experimento, as reducdes nutricionais afetaram negativamente o de-
sempenho de frangos de corte e a reten¢do de energia. A adi¢do de fitase ou fitase mais com-
plexo multienzimadtico as dietas CN restaurou o desempenho das aves aos mesmos niveis da
dieta CP. No ensaio de desempenho do primeiro experimento, o menor nivel de nutrientes e
energia reduziu a digestibilidade dos aminodcidos estudados, o que ndo foi observado no se-
gundo ensaio. Em ambos os experimentos, a inclusdo de enzimas melhorou a digestibilidade

da maioria dos aminoécidos para niveis superiores aos do CN, e no segundo experimento ela



aumentou para niveis acima do CP. A suplementagao enzimética aumenta a digestibilidade de
aminodcidos e restaura o desempenho de frangos de corte alimentados com dietas contendo

niveis nutricionais reduzidos.

Palavras-chave: Frangos de corte. Desempenho. Fitase. Metabolismo. Digestibilidade de ami-

nodacidos. Complexo multienzimatico.



GENERAL ABSTRACT

JACOB, Rodrigo de Freitas, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July 2021. Evaluation
of exogenous enzymes supplemented in nutrient and energy-reduced diets for broiler
chickens. Advisor: Luiz Fernando Teixeira Albino. Co-advisors: Arele Arlindo Calderano
and Horécio Santiago Rostagno.

The objective of this study was to evaluate the effects of supplementation of phytase or phytase
+ multienzymatic complex in diets of corn and soybean meal with reduction of Ca, available
phosphorus (AP) and energy on performance, energy retention and digestibility of amino acids
to broilers. In total, 3056 Cobb 500 broilers were used in two experimental tests. In each experi-
ment, a total of 1528 broilers from 1 to 42 days of age were distributed in a completely random-
ized experimental design (DIC) with 5 treatments, 10 repetitions and 20 birds per experimental
unit. The treatments evaluated in the first experiment were: positive control according to nutri-
tional recommendations (PC); two negative controls (NC) with a reduction of 0.16% of Ca,
0.15% of AP, 68 kcal/kg of ME in NCI1 and 101 kcal/kg of ME in NC2; NC1 + 500 FTU/kg
phytase (Escherichia coli) and NC2 + 500 FTU/kg phytase + 15,000 U/kg xylanase + 2,400 U/kg
B-glucanase + 2,400 U/kg B-mannanase + 1,200 U/kg of cellulose + 150 U/kg of a-amylase +
100 U/kg of a-galactosidase + 1,500 U/kg of pectinase + 2,500 U/kg of protease. In the second
experiment, the treatments consisted of a PC, meeting the nutritional recommendations; two NC
with a reduction of 0.16% of Ca, 0.15% of Pd, 80 kcal/kg of ME in NC1 and 100 kcal/kg of ME
in NC2; NC1 + 1,000 FTU/kg phytase (Aspergillus niger) and NC2 + 1,000 FTU/kg phytase +
15,000 U/kg xylanase + 2,400 U/kg B-glucanase + 2,400 U/kg B-mannanase + 1,200 U/kg cellu-
lase + 150 U/kg of a-amylase + 100 U/kg of a-galactosidase + 1,500 U/kg of pectinase + 2,500
U/kg of protease. In both the first and the second experiment, nutritional reductions did negatively
affect broiler performance and energy retention. The addition of phytase or phytase more multi-
enzymatic complex to the NC diets restored the performance of the birds to the same levels as
the PC diet. In the first experiment, the lower level of nutrients and energy reduced the digesti-
bility of the studied amino acids, which was not observed in the second experiment. In both ex-
periments, the inclusion of enzymes improved the digestibility of most of the amino acids to
levels higher than those of the CN, and in the second experiment it increased to levels above the
CP. Enzymatic supplementation increases the digestibility of amino acids and restores the per-

formance of broilers fed diets containing reduced nutritional levels.

Keywords: Broilers. Performance. Phytase. Metabolism. Multienzyme complex.
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1-INTRODUCAO GERAL

Os crescentes precos do milho e do farelo de soja tém levado o custo da alimentagcdo
de frangos de corte a patamares proximos aos dos 80% dos custos totais de produgdo. Isso tem
impulsionado o setor avicola a buscar estratégias que minimizem as adversidades economicas
e mantenham a atividade competitiva e com alta rentabilidade. Nesse contexto, a adicdo de
enzimas nas racdes avicolas tem surgido como uma das principais alternativas para reduzir os
custos de producdo e melhorar a eficiéncia de producao.

Ragdes para aves utilizam altas propor¢des de milho e de farelo de soja no Brasil e no
mundo, devido a sua abundincia e alta qualidade nutricional. No entanto, além do preco ele-
vado, estes alimentos apresentam certos componentes antinutricionais, como polissacarideos
nao amildceos, mas principlamente dcido fitico, que representa cerca de dois ter¢os do fésforo
(P) em graos de cereais maduros e sementes oleaginosas (Cheryan, 1980; Eeckhout e de Paepe,
1994; Harland e Oberleas, 1999; Adeola e Sands, 2003).

Outros aspectos além dos econdmicos devem ser destacados nos atuais programas ali-
mentares e nutricionais, como o cuidado ambiental — demanda essa cada vez maior pelo mercado
consumidor (Scramim e Batalha, 2004). Foi demonstrado que os niveis de P e calcio (Ca) comu-
mente usados na dieta interferem negativamente na degradacdo do fitato no trato digestivo de
frangos de corte e aumentam a excre¢do de P para o ambiente (Sommerfeld et al., 2018a). Para
atender essa demanda, € necessdrio ajustar a oferta de nutrientes dos alimentos as exigéncias dos
animais, o que tem sido possivel pela utilizacdo de enzimas que permitem a elaboracgdo de dietas
nutricionalmente mais disponiveis e eficientes (Pomar et al., 2008).

A fitase, uma enzima de ocorréncia natural, tem a capacidade de melhorar a disponi-
bilidade de fésforo por meio da hidrélise do P ligado ao fitato, quando incluida em dietas mo-
nogastricas (Broz et el., 1994; Kornegay et al., 1996; Dilger et al., 2004). No entanto, a ativi-
dade catalitica da fitase € inibida pelo P inorganico (Greiner et al., 1993), o que indica que uma
alta concentragdo de fosforo disponivel (Pd) na dieta pode reduzir a degradacdo do fitato pela
fitase (Woyengo e Nyachoti, 2011). Além disso, a reduc¢do desse mineral para até 0,14% na
dieta ndo prejudica o desempenho do animal nem a absor¢do dos nutrientes e, ainda, contribui
para reducdo da sua excre¢do para o meio ambiente. Foi demonstrado que aves alimentadas
com dietas de baixo nivel de P juntamente com fitase tiveram 49% menos P excretado, sem
alteracdes no consumo de ragdo, na producdo de ovos, na taxa de crescimento e na porcentagem

de cinza da tibia (Francesch e Brufau, 2005).
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Além disso, a associagdo de fitase com complexos enzimaticos pode reduzir os efeitos
negativos relacionados 2 molécula de fitato. E sabido que a combinagio de fitase e outras en-
zimas exdgenas pode ser uma solug@o para aumentar a acessibilidade da fitase ao seu substrato
e, consequentemente, aumentar a digestibilidade de P e outros nutrientes (Gallardo et al., 2019).
No entanto, a resposta da combinagdo de fitase e carboidrase tem sido inconsistente em dietas
a base de milho-soja para frangos de corte, o que pode estar relacionado a tipo e dose de enzima
usada, niveis de nutrientes na dieta, idade do frango e condi¢des de criacao (Cowieson e Ade-
ola, 2005; Olukosi et al., 2007; Lii et al., 2009; Tiwari et al., 2010; Woyengo e Nyachoti, 2011).
Ademais, efeitos sinérgicos de combina¢des de enzimas sdo mais comumente vistos em frangos
alimentados com uma dieta mais reduzida em nutrientes (Woyengo e Nyachoti, 2011).

Diante disso, hipotetiza-se que a combinacgao de fitase e complexo enzimético (MEZ)
tem efeito complementar e pode favorecer o processo de digestio, além de permitir a reducio
de energia e nutrientes em dietas a base de milho e farelo de soja sem comprometer o desem-
penho produtivo de frangos de corte. Portanto, objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos
da suplementacdo de fitase, isolada ou combinada com um complexo enzimatico, em dietas
deficientes em Pd, Ca e energia metabolizdvel (EM) sobre o desempenho de frangos de corte e

sobre os valores de EM e digestibilidade de amino4cidos.
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CAPITULO I — ARTIGO CIENTIFICO I

RACOES PARA FRANGOS FORMULADAS COM DEFICIENCIAS DE FOSFORO,
DE CALCIO E DE ENERGIA SUPLEMENTADAS COM ENZIMAS EXOGENAS

Publicado na Semina: Ciéncias Agrarias, v. 42, n. 5, p. 3029-3046, set./out. 2021
Recebido: 02 de marco de 2021; Aprovado 01 de junho de 2021
doi: 10.5433/1679-0359.202 1v42n5p3029
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RESUMO

Um experimento foi conduzido para determinar o efeito da enzima fitase, isolada ou associada
a um complexo enzimatico, em dietas a base de milho e farelo de soja deficientes em fosforo
disponivel (Pd), célcio (Ca) e energia metabolizdvel (EM) sobre o desempenho de frangos de
corte, os valores de EM e a digestibilidade de aminoécidos das dietas. Para isso, 1.538 frangos
Cobb 500 machos foram alocados em cinco tratamentos: controle positivo (CP), controle nega-
tivo 1 (CN1, CP menos 0,15% de Pd, 0,16% Ca e 68 kcal kg-1 EM), controle negativo 2 (CN2,
CP menos 0,15% de Pd, 0,16% de Ca e 101 kcal kg-1 de ME em relacdo a dieta CP), CN1 mais
fitase (CN1 + F) e CN2 mais fitase mais complexo multienzimatico (CN2 + F + E). O ganho
de peso corporal e o consumo de racdo foram medidos de 1 a 21 dias e de 1 a 42 dias de idade,
e a taxa de conversdo alimentar (CA) corrigida para mortalidade foi calculada. No segundo e
terceiro ensaios, foram analisados os valores de energia metabolizdvel aparente corrigida para
o balanco de nitrogénio (EMAn) e de digestibilidade estandardizada de aminodcidos, respecti-
vamente, em adi¢do a fitase e ao complexo enzimético. No ensaio de desempenho, a suplemen-
tacdo enzimatica aumentou (P<0,05) o ganho de peso (GP) aos 21 dias e 42 dias de idade em
relacdo aos controles negativos. A inclusdo de fitase melhorou (P<0,05) a taxa de conversao
alimentar na fase inicial, em compara¢do com a dieta CN1. No segundo ensaio, a suplementacao
enzimatica nao afetou (P>0,05) os valores de EMAn. No terceiro ensaio, ambos os tratamentos
enzimaticos melhoraram (P<0,05) a digestibilidade dos aminodcidos nas dietas experimentais,
em comparacio com as dietas deficientes. A suplementacdo de fitase e carboidrases preserva o
desempenho de frangos alimentados com dietas deficientes em Pd, Ca e EM e melhora a diges-

tibilidade dos aminoacidos.

Palavras-chave: Frangos de corte. Desempenho. Fitase, Metabolismo. Complexo enzimatico.
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FEEDS FOR BROILERS FORMULATED WITH PHOSPHORUS, CALCIUM AND
ENERGY DEFICIENCIES SUPPLEMENTED WITH EXOGENOUS ENZYMES
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ABSTRACT

An experiment was carried out to verify the effect of the phytase enzyme, alone or associated
with a enzymatic complex, in diets deficient in available phosphorus (Ap), calcium (Ca) and
metabolizable energy (ME) on broiler performance, in the ME values and in dietary amino acids
digestibility. 1,538 broilers, Cobb 500, male, were allocated in 5 treatments: positive control
(PC), negative control 1 (NC1, PC minus 0.15% of Ap, 0.16% Ca and 68 kcal kg-1 ME), nega-
tive control 2 (NC2, PC minus 0.15% of Ap, 0.16% of Ca and 101 kcal kg-1 of ME in relation
to the PC diet), NC1 plus phytase (NC1 + F) and NC2 plus phytase plus enzymatic complex
(NC2 + F + E). Body weight gain and feed intake were measured from 1 to 21 days and from 1
to 42 days, and the corrected feed conversion rate (FCR) for mortality was calculated. In the
second and third trials, the values of apparent metabolizable energy corrected for the nitrogen
balance (AMEn) and standardized digestibility of amino acids, respectively, in addition to
phytase and the enzymatic complex. In the first experiment, enzyme supplementation increased
(P <0.05) the weight gain (GP) at 21 days and 42 days in relation to the negative controls. The
inclusion of phytase improved (P <0.05) the rate of feed conversion in the initial phase, com-
pared to the NC1 diet. In the second trial, enzyme supplementation did not affect (P> 0.05) the
values of AMEn. In the third experiment, both enzymatic treatments improved (P <0.05) the
digestibility of amino acids in experimental diets, compared to deficient diets. Supplementation
of phytase and carbohydrases preserves the performance of broilers fed diets deficient in Ap,

Ca and ME and improves the digestibility of amino acids.

Keywords: Broilers. Performance. Phytase. Metabolism. Enzymatic complex.
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1-INTRODUCAO

O milho e o farelo de soja, que representam os ingredientes mais importantes na alimen-
tacdo de frangos de corte, contém concentragdes variadas de fatores antinutricionais que podem
contribuir substancialmente para a piora na digestibilidade dos nutrientes dietéticos e, por conse-
guinte, no desempenho animal. As enzimas exdgenas sdo adicionadas a racao desses animais na
tentativa de contrapor os efeitos adversos desses fatores e melhorar o valor nutricional da dieta.

As fitases sdo enzimas que, ao catalisarem a reagdo de hidrdlise das ligacdes fosfo-éster
do fitato, ndo s6 promovem aumento na biodisponibilidade de P, como também afetam positiva-
mente os valores de energia e aminodcidos em dietas para frangos de corte (Dersjant-Li, Awati,
Schulze e Partridge, 2015; Bournazel et al., 2018). As informagdes sobre a interacao de fitases e
carboidrases sdo variadas. No entanto, sabe-se que, embora os substratos-alvo dessas enzimas
sejam diferentes no milho e no farelo de soja, as carboidrases podem melhorar a acessibilidade
de enzimas exdgenas e endogenas aos conteudos celulares das matrizes vegetais. Assim, a quebra
mais completa das paredes celulares dos vegetais pelas carboidrases pode desencadear efeitos
sinérgicos com outras enzimas em dietas a base de milho e farelo de soja para frangos de corte
(Schramm et al., 2017).

As proteases exdgenas sdo enzimas com crescente potencial para uso em dietas para
animais ndo ruminantes. Elas atenuam os impactos negativos de fatores como lectinas, inibido-
res de tripsina e proteinas alergénicas e podem melhorar a utilizagdo de energia, bem como
promover o aumento nos valores de aminoacidos em dietas para frangos de corte (Cowieson &
Roos, 2016b). A influéncia da combinagdo de enzimas no desempenho e na digestibilidade de
aminoécidos e energia em dietas para frangos de corte foi avaliada por diversos autores. Na
maioria dos casos, as enzimas foram adicionadas as dietas contendo niveis deficientes de calcio
(Ca), fostoro disponivel (Pd) e energia, particularmente quando fitase, xilanase e protease foram
avaliadas (Walk & Poernama, 2018).

Dessa forma, a hipétese deste estudo € de que a suplementacdao com fitase isolada, ou
em combinac¢do com carboidrases e protease, pode melhorar o aproveitamento de nutrientes e
energia na dieta e preservar o desempenho de frangos alimentados com dietas a base de milho
e farelo de soja, deficientes em nutrientes e energia. Assim, objetivou-se avaliar os efeitos da
suplementacao de fitase, isolada ou combinada com um complexo enzimatico, em dietas defii-
entes em fésforo disponivel (Pd), cdlcio (Ca) e energia metabolizavel (EM) sobre o desempenho

de frangos de corte e sobre os valores de EM e de digestibilidade de aminoacidos.
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2-MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensao em Producao e
Nutri¢dao de Aves do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, Estado de Minas Gerais, Brasil (20 © 45°57,19 'S, 42°
51°35,42” W e 682 m de altitude). Todos os procedimentos experimentais adotados foram previa-
mente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Producio (processo n° 0107/2018),
de acordo com os principios éticos de experimentacio animal estabelecidos pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimenta¢do Animal (CONCEA) e legislacao vigente.

No ensaio de desempenho, duas dietas basais foram formuladas a base de milho e de
farelo de soja para as fases inicial e de crescimento/terminacdo, seguindo as recomendacoes
nutricionais de Rostagno et al. (2017; Tabela 1). Os mesmos cinco tratamentos foram usados
nos trés ensaios: controle positivo (CP), controle negativo 1 (CN1, reducdo de 0,15% Pd, 0,16%
de Ca e 68 kcal kg-1 EM em relacdo ao CP), controle negativo 2 (CN2, redugdo de 0,15% de
Pd, 0,16% de Ca e 101 kcal kg-1 de EM em relacdo a dieta CP), CN1 com a adicdo de fitase
(CN1 + Phy) e CN2 com a adi¢do de fitase e complexo enzimdtico (CN2 + Phy + E).

O complexo enzimatico (SQzyme CEM, Suntaq International Limited, Shenzhen,
China), contendo predominantemente carboidrases, ¢ composto de o-galactosidase, f-mananase,
pectinase, xilanase, celulase acida, a-amilase, B-glucanase e protease (Tabela 2). O complexo
enzimatico, originario de Trichoderma reesei (601-17), fo1 aplicado, na dose de 100 g/t de dieta,
para fornecer um minimo garantido de 100, 1.500, 1.500, 15.000, 1.200, 150, 2.400 e 2.500 uni-
dades por kg da dieta de a-galactosidase, B-mananase, pectinase, xilanase, celulase dcida, a-ami-
lase, B-glucanase e protease, respectivamente. A fitase foi derivada de Escherichia coli (EC
3.1.3.26), modificada por Pichiapastoris, e fornecida a uma taxa de 500 FTU kg-1 de dieta.

No ensaio de desempenho, um total de 1.000 pintos machos Cobb 500 de um dia de
idade foram pesados (43,78 + 0,025 g cada) e distribuidos em cada tratamento, com pesos corpo-
rais médios semelhantes. As aves foram casualmente distribuidas em cinco tratamentos, com 10
repeti¢des de 20 pintinhos cada. Cada baia contendo 20 pintinhos foi considerada uma unidade
experimental e consistiu de um boxe com piso de concreto, com dimensdes de 1,25 x 1,80 m e
total de 2,25 m2. Os animais foram manejados em galpdes de alvenaria de 3 m de altura com
telhas de cimento-amianto, paredes baixas de 50 cm e tela de 1,27 cm adaptada para experimentos
com animais. A cama de frango consistia de serragem nova. Os parametros de desempenho ava-
liados foram consumo de racdo (CR, g), ganho de peso (GP, g) e taxa de conversdo alimentar

(CA, g g-1). O peso corporal e o CR foram registrados aos 21 e 42 d. A mortalidade foi registrada
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diariamente, para posterior correcao do CR, segundo Sakomura e Rostagno (2016). Ragao e dgua
foram fornecidas ad libitum durante todo o periodo experimental.

No segundo experimento (metabolismo), 240 frangos de corte machos Cobb 50 foram
alojados em gaiolas contendo bandejas revestidas com plastico, para coleta total das excretas.
Cada gaiola metabdlica foi equipada com um comedouro e um bebedouro para aves, para acesso
ad libitum a racdo e dgua. As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casuali-
zado, com cinco tratamentos, oito repeti¢des e seis aves por unidade experimental. Os frangos
foram alimentados com dieta comercial inicial a base de milho e de farelo de soja por 13 dias
e, posteriormente, introduzidos nas dietas experimentais.

O procedimento da coleta total de excreta foi realizado do dia 19 ao dia 23, a fim de
determinar os valores da energia metabolizdvel aparente corrigida para o balanco de nitrogénio
(EMAn). Foi considerado um periodo de adaptacdo de quatro dias (dias 14-18), seguido pela
coleta de excretas, realizada duas vezes ao dia (8h e 18h), por quatro dias consecutivos (dias
19-23). Ao final do periodo de coleta de excretas, as amostras foram descongeladas a tempera-
tura ambiente e homogeneizadas, sendo as subamostras acondicionadas em recipientes plasticos
e armazenadas em freezer a 18°C até a andlise.

Amostras de excreta e da racdo foram secas a 55 °C em estufa de ventilagdo forcada
por 72 horas. As amostras foram moidas em tela de 1 mm. O teor de matéria seca (MS) foi
determinado secando-se as amostras em estufa durante a noite a 105°C (método INCT-CA G-
003/1; Detmann et al., 2012). O método de Kjeldahl foi utilizado para determinar o nitrogénio
nas dietas e excretas de acordo com os métodos oficiais de analise (método INCT-CA N-001/1;
Detmann et al., 2012). O nitrogénio excretado (NE) foi calculado multiplicando-se a quantidade
total excretada na MS pela porcentagem de nitrogé€nio na excreta, também na MS. O mesmo foi
aplicado ao cdlculo do nitrogénio (NC) consumido. O balango de nitrogénio (BN) foi obtido a
partir da quantidade de nitrogénio consumido menos o nitrogénio excretado. O conteido de
energia bruta (EB) foi medido por uma bomba calorimétrica adiabatica C5001 (IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha). Os valores de EMAn foram calculados com base na
andlise das dietas e excretas, segundo Sakomura e Rostagno (2016).

No terceiro experimento (digestibilidade), 288 frangos de corte machos Cobb 500 fo-
ram alojados em gaiolas, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos, oito repeticdes e seis aves por unidade experimental. Para determinar os coefici-
entes da digestibilidade ileal estandardizada de aminoécidos (CDIEAA), uma dieta livre de pro-
teinas (DIP) foi usada para determinar a excre¢dao enddgena de aminodacidos (Tabela 3). As aves

receberam a dieta experimental dos 16 aos 20 dias de idade. Celite® (Celite Corp., Lompoc,
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CA, EUA), uma fonte de cinza 4cida insolivel (CAl), foi adicionada a todas as dietas a 10 g
kg-1 como um marcador indigestivel, e as concentracdes de CAI foram determinadas pelo mé-
todo de Van Keulen e Young (1977).

Ap6s uma adaptacao de cinco dias, todas as aves foram mortas por deslocamento cer-
vical, e a cavidade abdominal foi aberta imediatamente, para expor o trato digestivo. O seg-
mento terminal do {leo de 15 cm foi seccionado a 4 cm da juncio ileocecal, a fim de acessar a
digestaileal. As amostras ileais foram congeladas e armazenadas a -20 ° C até serem liofilizadas

por 72 h a -40°C (LH 0401, Terroni, Sao Carlos, Brasil).

Tabela 1. Composicdo e valores nutricionais calculados de dietas Controle Positivo (CP) e
Controles Negativos (NC)

Ingredientes (%) 1 a21 dias de idade 1 a 42 dias de idade
CP! CN1? CN2? CP CNI1 CN2
Milho 50,531 55,338 57,398 59,240 64,048 66,964
Farelo de soja 41,22 39,363 38,307 32,86 30,627 28,823
Oleo de soja 3,846 1,867 1,045 4,500 2,526 1366
Fosfato bicalcico 1,786 0,981 0,985 1,491 0,685 0,694
Calcario 0,924 1,039 0,860 0,715 0,831 0,840
Sal 0,515 0,427 0,427 0,472 0,384 0,384
DL-Metionina (99%) 0,318 0,304 0,304 0,253 0,239 0,245
Lisina HCI (79%) 0,135 0,171 0,171 0,160 0,196 0,218
L-Treonina (98%) 0,048 0,035 0,028 0,033 0,019 0,021
Suplemento Vitamina® 0,130 0,30 0,130 0,100 0,100 0,100
Suplemento Mineral® 0,130 0,130 0,130 0,100 0,100 0,100
Cloreto de Colina (60%) 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Salinomicina® (12%) 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055
Avilamicina (10%) 0,010 0,010 0,010 - - -
BHT’ 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Amido 0,040 0,040 0,040 0,050 0,050 0,050
Total 100 100 100 100 100 100

Composi¢ao nutricional calculada (%)
Energia Metabolizavel kcal/kg 3000 2942 2899 3150 3092 3049

Proteina bruta % 23,228 22,7703 22,383 19,934 19,409 18,854
Calcio % 0,930 0,777 0,777 0,758 0,598 0,598
Fésforo disponivel % 0,440 0,290 0,290 0,374 0,224 0,224
Sédio % 0,218 0,183 0,183 0,200 0,165 0,165
Lisina dig. % 1,256 1,241 1,218 1,070 1,055 1,032
Metionina + Cisteina dig. % 0,929 0,906 0,900 0,792 0,769 0,763
Treonina dig. % 0,829 0,799 0,782 0,706 0,676 0,659

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).
2CN1 = controle negativo 1 (CP menos 68 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
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3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 101 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

4Vit. A 9.375 UL Vit. D3, 2.375 Ul/kg; Vit. E, 35 UUlgg; Vit. B1, 2,50 mg/kg; Vit. B2,’6,25
mg/kg; Vit. B6, 3,5 mg/kg; Vit. B12, 0,015 mg{kg; Acido Nicotinico, 37,5 mg/kg; Acido
Pantoténico, 12,5 mg/kg; Vit. K3, 1,88 mg/kg; Acido Fdlico, 0,875 mg/kg; Biotina, 0,088
mg/kg.

3Selénio, 0,375 mg/kg; Manganés, 88 mg/kg; Ferro, 62,5 mg/kg; Zinco, 81,3 mg/kg; Cobre,
12,5 mg/kg; lodo, 1,25 mg/kg.

Anticoccidiano.
7 Antioxidante Butil Hidroxi Tolueno.

As andlises da MS (método INCT-CA G-003/1; Detmann et al., 2012), das ragdes e da
digesta ileal coletada do frango foram realizadas para os cdlculos de digestibilidade. As anélises
laboratoriais para determinacdo do teor de aminodcidos das dietas e excretas foram feitas pela
CBO - Andlises Laboratoriais (Campinas, Sao Paulo, Brasil), por meio de HPLC (cromatografia
liquida de alto desempenho). A digestibilidade dos aminoécidos foi calculada com base na ana-
lise das dietas e da digesta ileal, segundo Sakomura e Rostagno (2016).

Os dados de desempenho, energia metabolizavel e digestibilidade de aminoacidos fo-
ram analisados pela ANOV A, usando o software R. Os boxes ou as gaiolas foram considerados
unidades experimentais. Um valor de probabilidade de P<0,05 foi considerado para ser estatis-
ticamente significativo. O teste de Tukey no nivel de significancia P<0,05 foi usado para iden-
tificar diferencas significativas entre as médias.

O modelo estatistico usado foi:
Yij =p+1i+eij,
em que Yij é aé a observacao do i-ésimo tratamento na j-ésima unidade experimental (varidvel-

resposta), i ¢ a média geral, Ti € 0 efeito do tratamento e &ij € o erro experimental.



Tabela 2. Defini¢ao e Propriedades enzimaticas das enzimas adicionadas as racoes

Enzimas Definicao!
Molécula liberada Substrato Tempo de reagdo pH Temperatura
Fitase I'pmol d? P inorga- Fitato de Sédio 1 min 5.5 37°C
nico
o-Galactosidase I pmol de p-Nitro- p—Nltrofcj:nll—(x—/D “Ga- 1 min 6.0 37°C
fenol lactopiranosideo
-Mananase 1 pmol de Manose Galactomanano 1 min 5.0 70°C
Pectinase 1 pmol de AA<31.do D-  Acido Pohgalacturo— | min 50 370C
Galacturdnico nico
Xilanase 1 umol de Xilose Xilano 1 min 5.0 50°C
Celulase 1 pmol de Glicose Filtrado de papel I min 4.8 50°C
a-Amylase 1 umol de glicose Amido 5 min 6.9 40°C
B-Glucanase 1 umol de glicose Carboximetilcelulose 1 min 4.8 50°C
1 pmol de Suc-Ala-
Protease Ala-Pro-Phe-N-suc- p-Nitroanilina 1 min 9.0 37°C

cinil Ala-Ala-Pro-
Phe-p-nitroanilida

!Quantidade de enzima necessdria para liberar 1 pmol de determinada molécula do substrato em determinado tempo, pH e temperatura.



Tabela 3. Composi¢do da dieta isenta de proteinas
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Ingredientes DIP (%)
Amido 81,240
Acucar 5,000
Oleo de soja 5,000
Fosfato bicéalcico 2,100
Calcario 0,80
Sal 0,450
Sabugo de milhol 4,000
Vitamina2 0,150
Mineral3 0,150
Cloreto de colina (60%) 0,200
BHT4 0,010
Cinza dcida insolivel (CeliteTM) 1,000
Total 100,000

!Considerando sabugo com 4, 4% de proteina bruta.

2Vit. A 9.375 UI; Vit. D3, 2.375 Ul/kg; Vit. E, 35 UUlgg; Vit. B1, 2,50 mg/kg; Vit. B2,,6,25
mg/kg; Vit. B6, 3,5 mg/kg; Vit. B12, 0,015 mg{kg; Acido Nicotinico, 37,5 mg/kg; Acido
Pantoténico, 12,5 mg/kg; Vit. K3, 1,88 mg/kg; Acido Folico, 0,875 mg/kg; Biotina, 0,088

mg/kg.

3Selénio, 0,375 mg/kg; Manganés, 88 mg/kg; Ferro, 62,5 mg/kg; Zinco, 81,3 mg/kg; Cobre,

12,5 mg/kg; Iodo, 1,25 mg/kg.
*Antioxidante Butil Hidroxi Tolueno.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho

No periodo de 1 a 21 dias de idade, apenas as aves do tratamento CN1 tiveram consumo
de racdo (CR) menor em relacdo ao tratamento CP (P<0,05; Tabela 4). Além disso, o CR das
aves no tratamento CN2 + Phy + E foi maior (P <0,05) do que nas aves no CN2. A reducio nos
valores de EM geralmente sdo compensadas pelo aumento no CR. Contudo, a redu¢do do fés-

foro atua de forma oposta, diminuindo o CR (Walk & Rama Rao, 2020).

Tabela 4. Efeito da suplementagdo de enzimas exdgenas no desempenho de frangos de corte

Variavel Tratamento CV (%) P-valor
CN2 +
CN1 +
CP CN1 CN2 fitase +
fitase
MEZ

1-21 dias de idade

GP (g) 986a 856b 882b 990a 975a 4,32 0,001

CR (g) 1263ab  1171c 1191bc  1237abc 1309a 4,83 0,001

CA 1,285ab  1,369c 1,353bc  1,250a 1,343bc 4,89 0.001
1-42 dias

GP (g) 2995a 2916b 2915b 2997a 2998a 2,45 0,010

CR (g) 5066 4812 4995 5077 5061 4,20 0,047

CA 1,68 1,65 1,71 1,69 1,69 4,31 0,437

4¢ Médias na mesma linha com letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05) pelo teste
de Tukey. Abreviagoes: MEZ, complexo multienzimético; GP, ganho de peso (g); CR, consumo
de ragdo (g); CA, conversdo alimentar (g/g).

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).
’CN1 = controle negativo 1 (CP menos 68 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 101 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

Esses efeitos, no entanto, dependem do grau de redu¢do do Pd na dieta. Ziarat, Kermans-

hahi, Mogaddam e Heravi (2020), por exemplo, ndo observaram reduc¢do no CR de frangos na fase
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inicial alimentados com dietas deficientes em fésforo e relacionaram a auséncia de resposta a insu-
ficiente deficiéncia de fésforo na dieta, que foi de apenas 0,11% de Pd em relacdo ao CP.

O ganho de peso (GP) das aves nos tratamentos CN1 e CN2 foi menor no periodo de 1 a
21 dias de idade, em comparacdo com as aves dos tratamentos CP, CN1 + Phy e CN2 + Phy + E
(P<0,05). O efeito negativo da reducio de Pd ndo € observado apenas na ingestao de alimentos pelas
aves. Foi demonstrado que a deficiéncia de Pd pode levar a anorexia e, portanto, a um menor ganho
de peso (Neto, Ceccantini & Fernandes, 2012; Rahimi, Modirsanei & Mansoori, 2020).

No entanto, como hipotetizado, quando as aves receberam dietas com adicao de fitase e
complexo fitase + multienzima, o GP foi preservado em relacio as aves no tratamento controle. Os
resultados do presente estudo sao semelhantes com os apresentados por Dessimoni et al. (2019),
que também observaram melhora no desempenho apds adi¢do de fitase a dietas com deficiéncia de
fosforo. Da mesma forma, Ribeiro et al. (2016) observaram efeito positivo no CR e no GP corporal
com a adi¢do de fitase em dietas deficientes em fosforo. Em outro estudo, Walk, Pirgozliev, Juntu-
nen, Paloheimo & Ledoux (2019) observaram que a adi¢ao de fitase, fitase + xilanase, ou da com-
binacdo de fitase + xilanase + protease, a dietas deficientes em fésforo e Ca restaurou o CR e GP e
melhorou a eficiéncia alimentar das aves. Esse efeito pode ser explicado pelo efeito das enzimas na
liberag@o de nutrientes da dieta. De acordo com Walk, Santos & Bedford (2014), melhorias na taxa
de conversao alimentar podem ser atribuidas a degradacgao do fitato pela fitase e ao uso de inositol.
Outros estudos também mostraram que a inclusao de fitase em dietas para frangos de corte pode
melhorar a digestibilidade ileal de P, aminodcidos, proteinas e EM (Rutherfurd, Chung, Thomas,
Zou & Moughan, 2012; Pieniazek et al., 2017).

Além disso, os efeitos benéficos no desempenho das aves com a inclusdo de carboi-
drases junto a fitase podem ser justificados pelo aumento no valor nutricional da dieta, que
ocorre a partir do momento em que a deficiéncia de fosforo € superada pela fitase e a ingestao
de nutrientes € restaurada, permitindo compensar a redu¢do no valor de EM (Francesch & Ge-
raert, 2009). O milho e o farelo de soja s@o ingredientes altamente digestiveis, mas podem apre-
sentar quantidades significativas de polissacarideos ndao amildceos (PNAs; 8% a 29%). No mi-
lho, os principais PNAs correspondem aos arabinoxilanos e f-galactomanano, enquanto no fa-
relo de soja predominam os a-galactosideos e o B-galactomanano (Choct, 1997; Malathi & De-
vegowda, 2001; Jamroz, Jakobsen, Knudsen, Wiliczkiewicz & Orda, 2002; Amerah, 2015;
Jaworski, Laerke, Bach Knudsen & Stein, 2015). As carboidrases, em dietas a base de milho e
de farelo de soja, tém sido associadas a ruptura da matriz da parede celular, facilitando a libe-
racdo de nutrientes encapsulados e o acesso tanto de enzimas enddgenas quanto de enzimas

exdgenas, como no caso da fitase a molécula de fitato (Olukosi, Cowieson & Adeola, 2007;
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Diana et al., 2020). Essas evidéncias corroboram a hipétese de que o uso de uma combinagao
de carboidrases e fitase em dietas para frangos de corte pode potencializar seus efeitos, 0s quais
podem ser aditivos ou subaditivos, em dietas baseadas em milho e farelo de soja (Cowieson &
Bedford, 2009; Schramm et al., 2017).

Foi postulado que a ac@o de proteases exdgenas sobre proteinas dietéticas pode me-
lhorar o desempenho, bem como aumentar a digestibilidade da proteina e a absor¢ao de amino-
acidos em frangos de corte (Fru-Nji, Kluenter, Fischer & Pontoppidan, 2011; Mahmoud et al.,
2017). Contudo, espera-se que os efeitos no desempenho sejam evidentes apenas em situagdes
em que a digestibilidade da proteina é naturalmente prejudicada ou quando os aminodcidos da
dieta sdo reduzidos (Amerah, Romero, Awati & Ravindran, 2016). No presente estudo, a ativi-
dade de protease incluida, de apenas 2.500 U/kg, ndo parece ter sido suficiente para promover
aditividade nas respostas de desempenho das aves. Além disso, o fornecimento de racdo ad
libitum pode ter dificultado a detec¢do do efeito da enzima. Similarmente, Yuan, Wang, Zhang
& Wang (2017) ndo observaram melhorias significativas no desempenho de frangos de corte
alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja, suplementadas com carboidrases (Xi-
lanase, beta-glucanase e celulase) e protease (50.000 U/kg).

No periodo de 1 a 42 dias de idade, a reducdo nos niveis de Pd, de Ca e de EM, nas
dietas de controle negativo, resultou em GP significativamente pior (P>0,05) das aves em
comparacdo ao das aves do CP (P<0,05). No entanto, embora numericamente inferiores ao CP,
respostas significativas da reducdo de nutrientes no CR ou na CA ndo foram observadas. A
suplementa¢do de fitase ou complexo enzimatico na dieta deficiente fez com que o ganhode
peso corporal das aves se tornasse semelhante ao das aves alimentadas com a dieta padrao.
Esses resultados estdo de acordo trabalhos anteriores que relataram que fitases ou complexos
enzimaticos, adicionados a dietas deficientes em Pd, Ca e ME, melhoram a taxa de cresci- mento
em frangos alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja (Lu et al., 2013; Dessimoni

et al., 2019; Rahimi, Modirsanei e Mansoori, 2020).

Metabolismo

N3ao houve efeito dos tratamentos (P>0,05) sobre os valores de energia metabolizdvel
corrigida para o balanco de nitrogénio (EMAn). A auséncia do efeito da fitase nos valores de
EMAn da dieta € compativel com o observado em trabalhos anteriores (Rutherfurd, Chung, Tho-
mas, Zou & Moughan, 2012; Akter, Graham & Iji, 2017). Contudo, isso estd em desacordo com

autores que observaram que o uso de fitase pode promover efeitos positivos na retencao de energia
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pelas aves (Pieniazek et al., 2017; Gallardo et al., 2018). Esses resultados conflitantes podem ser
devido a vdrios fatores, como concentra¢ao de 4cido fitico na dieta, tipo de ingrediente usado,
idade das aves e coeficientes de digestibilidade de gordura, amido e aminoécidos (Cowieson,
Aureli, Guggenbuhl & Fru-Nji, 2015). Ademais, € interessante mencionar que a fitase pode me-
lhorar a energia liquida para producdo em frangos de corte sem causar efeitos significativos na
EMAn (Olukosi & Adeola, 2008). Segundo Akter, Graham & Iji (2017), isso ocorre porque uma
quantidade de energia permanece ligada como proteina e gordura no corpo, nao se refletindo no
valor de EMA, mas sim no valor de energia liquida. Isso indica ainda que a medicdo de energia
liquida poderia ser mais apropriada para avaliar o efeito da energia da fitase.

Também nado houve efeito da combinacao (fitase + MEZ) nos valores de EMAn (tabela
5). Entretanto, vérios estudos demonstraram melhora na reten¢do de nutrientes e de energia com
a suplementacgdo de fitase + carboidrase, ou fitase + carboidrase + protease, em dietas avicolas
(Romero, Parsons, Utterback, Plumstead & Ravindran, 2013; Murugesan, Romero & Persla,
2014; Gallardo, Dadalt, Kiarie & Neto, 2017; Gallardo, Dadalt & Neto, 2019). As principais ra-
z0es atribuidas a essas observacdes podem estar associadas ao melhor acesso de enzimas digesti-
vas as matrizes das células vegetais e a reducdo de fatores antinutricionais e de perdas enddgenas
(Meng & Slominsky, 2005; Olukosi & Adeola, 2008; Gallardo, Dadalt, Kiarie Neto, 2017). De
acordo com Amerah, Plumstead, Barnard e Kumar (2014), a resposta as enzimas na melhoria
energética pode variar dependendo do contetido energético da dieta basal, do nivel de substrato e
digestibilidade inerente, da saide intestinal e do efeito das enzimas no perfil da microbiota. Dessa
forma, a alta digestibilidade dos ingredientes utilizados nas dietas do presente estudo pode ter

contribuido para auséncia de respostas na utilizacao de energia.

Digestibilidade

Para obtencdo dos resultados de coeficientes de digestibilidade ileal de aminoacidos
(CDIEAA) para as diferentes dietas, uma dieta livre de proteinas (DIP) foi usada para determi-
nar as perdas de aminoacidos endogenos (g/kg de MS). Os coeficientes de digestibilidade dos
aminodcidos arginina, isoleucina, leucina, lisina, fenilalanina, valina, 4cido aspértico, 4cido glu-
tamico, glicina e serina foram semelhantes entre os tratamentos CP, CN1 e CN2 (Tabela 6). No
entanto, a suplementacdo do tratamento CN1 com enzima fitase melhorou a digestibilidade dos

aminoécidos arginina, isoleucina, leucina, fenilalanina, 4cido aspdrtico, dcido glutamico e se-
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rina, em oposicao a dieta CN1 sozinha. A adi¢do das enzimas combinadas (fitase + MEZ) me-
lhorou a digestibilidade dos aminodcidos arginina, isoleucina, lisina, fenilalanina, treonina,
acido aspdrtico e serina, em relacdo a dieta CN2 (P<0,05).

Os coeficientes de digestibilidade dos aminodcidos histidina e alanina na dieta do tra-
tamento CP foram maiores do que nos tratamentos CN1 e CN2. O uso de fitase isolada e em
combinacdo (fitase + MEZ) aumentou significativamente o coeficiente de digestibilidade da
histidina, em relacdo aos respectivos controles negativos; entretanto, apenas a fitase melhorou
a digestibilidade da alanina, quando comparada ao seu controle negativo (P<0,05).

Para os aminodcidos metionina, treonina, cistina, prolina e tirosina, houve diferenca
significativa nos valores de digestibilidade entre as dietas CP e CN2. Contudo, quando CP e
CNI1 foram comparados, os valores dos coeficientes de digestibilidade desses aminoécidos fo-

ram semelhantes.

Tabela 5. Energia metabolizdvel aparente corrigida para o balango de nitrogénio em dietas para
frangos de corte suplementadas com enzimas exdgenas

Variavel Tratamento CV(%) P-valor
CN2 + fitase +
CP' CNI1? CN2* CNI + fitase
MEZ
EMAn (kcal/kg na MN)
Calculado 3000 2942 2899 3000 3000
Determinado 3062 3023 3012 3049 3061 2,72 0,665

¢ Médias na mesma linha com letras diferentes diferem significativamente (P<0,05) pelo
teste de Tukey. Abreviacdes: MEZ, complexo multienzimético; EMAn, energia metaboliza-
vel aparente corrigida para o balanco de nitrogénio.

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).

2CN1 = controle negativo 1 (CP menos 68 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 101 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

Quando as enzimas foram fornecidas, a fitase foi capaz de aumentar significativamente
o coeficiente de digestibilidade do aminoacido treonina, em contraste com CN1 (P <0,05), en-
quanto a combinacdo (fitase + MEZ) melhorou significativamente a digestibilidade dos amino-
acidos metionina e treonina, em contraste com a dieta CN2 (P<0,05).

No geral, a combinacgdo (fitase + MEZ) aumentou os coeficientes de digestibilidade
dos aminoécidos em 2,55% (88,97% a 91,30%), ao contrdrio do CN2, enquanto o efeito da
fitase individual foi 2,63% maior do que o do CN1 (89,27% a 91,68%).
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Os efeitos positivos da fitase no uso de proteinas, observados neste trabalho, sdo con-
sistentes com os de estudos anteriores, que relataram melhorias na digestibilidade ileal de ami-
nodcidos em frangos de corte alimentados com dietas a base de milho e farelo de soja (Santos,
Hruby, Pierson, Remus & Sakomura, 2008; Rutherfurd, Chung, Thomas, Zou & Moughan,
2012; Pieniazek et al., 2017). Segundo Rutherfurd, Chung, Thomas, Zou & Moughan (2012),
os efeitos negativos do fitato na digestibilidade dos aminodcidos sdo baseados na associacao
direta entre os grupos fosfato do fitato e as cadeias laterais de aminodcidos basicos das proteinas
dietéticas, que reduz a solubilidade e digestibilidade desses nutrientes, e também causados pela
inibi¢do de enzimas digestivas, incluindo pepsina e tripsina, pelo fitato.

No entanto, foi sugerido que os efeitos adversos do fitato na utilizagdo dos aminodci-
dos estd amplamente associado a aumento na perda endégena de amino4cidos no intestino, em
vez de um impacto direto na retencdo de proteinas na dieta (Selle, Creswell, Cadagon, Partridge
& Scott, 2006; Cowieson et al., 2017). Foi proposto que o fitato pode aumentar as secrecoes
gastricas de pepsina e HCI em decorréncia da formacdo de complexos bindrios de proteina-
fitato no trato digestivo de frangos de corte (Selle et al., 2012).

Além disso, o aumento da secrecdo de pepsina pode desencadear saidas de mucoprotetoras
adicionais, resultando em aumento da secre¢ao de mucina nas aves (Cowieson, Acamovic & Bedford,
2004). A suplementacdo de fitase, neste estudo, reduziu os aportes endégenos para digestdo de prote-
inas, o que resultou em melhora no coeficiente de digestibilidade ileal estandardizado dos aminodci-
dos treonina, leucina, 4cido aspartico, dcido glutamico, glicina e serina, que predominam nas proteinas
enddgenas (Truong et al., 2015; Siegert et al., 2019; Walk & Poernama, 2018).

Assim, a digestibilidade de aminodcidos, como treonina, serina, dcido aspdrtico, gli-
cina e leucina, que sdo substancialmente melhorados pela fitase pode ter grande parte do bene-
ficio explicada por um fluxo endégeno reduzido. No entanto, as melhorias relatadas na digesti-
bilidade da alanina e da histidina, sugeridas pelos dados deste estudo, ndo sao mediadas pela
reducdo do fluxo endégeno de aminoécidos, mas devem ser devidas a um dos outros mecanis-
mos propostos por Rutherfurd, Chung, Thomas, Zou e Moughan (2012). Além disso, alguns
autores consideram a cisteina, que pode ser encontrada no dominio secundério da mucina, o
aminoécido mais responsivo a fitase (Cowieson et al., 2017; Dersjant-1i & Kwakernaak, 2019).
No entanto, respostas significativas para esse aminoacido ndo foram observadas neste estudo.
A variacdo nas respostas dos aminodcidos pode ser influenciada por diversos fatores animais e
alimentares, como idade da ave, tipo de ingrediente, nivel de Ca dietético, fonte e concentracao
da fitase e presenca de fatores antinutricionais na dieta (Selle & Ravindram, 2007). No presente

estudo, embora a combinagdo de fitase, carboidrases e protease tenha sido suplementada em
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dietas com maiores reducdes nas especificagdes dos aminoécidos, o uso combinado dessas en-
zimas manteve a digestibilidade ileal estandardizada dos aminodcidos similar a do tratamento
com a fitase isolada e a da dieta padrdao. Da mesma forma, os efeitos da combinacdo da fitase
com complexos de enzimas na melhora do “valor” dos aminoacidos foram observados em es-
tudos anteriores (Francesch & Geraert, 2009; Gallardo, Dadalt & Neto, 2019). Essa melhora foi
associada quebra total ou parcial da matriz da parede celular para liberar amido, gordura, pro-
teina, minerais e fitato, permitindo o acesso de enzimas enddgenas e fitase (Slominski, 2011;

Karimi et al., 2013; Kiarie, Romero & Ravindran, 2014).

Tabela 6. Efeito da suplementagdo com enzimas exdgenas sobre o coeficiente de digestibili-
dade ideal estandardizado de aminodcidos em frangos de corte

. Irata-
Varidvel CV(%)  P-valor
mento
CN2 +
CP CNl1  CN2 ﬁg\;el T fitase+ EPM  P-valor
MEZ
Aminoacidos essenciais (%)
Arginina 91,92abc 91,31bc  90,95¢ 93,22a 92,91ab 1,27 0,001
Histidina 90,65a 87,92b 88,13b 90,63a 90,62a 1,67 0,001
Isoleucina 91,00abc  89,44bc 89,06c 91,62a 91,19ab 1,62 0,004
Leucina 90,37ab  88,83b 88,65b 91,22a 90,47ab 1,64 0,005
Lisina 92,21ab 91,59ab 90,77b 93,0la 93,74a 1,24 0,003
Metionina 99,55ab 99,06bc  98,47c 99,45 100,04a 0,66 0,001
Fenilalanina 90,29abc  89,37bc  89,19¢ 91,69a 91,50ab 1,65 0,003
Treonina 89,20ab 86,91bc 85,88¢c 90,49a 89,24ab 2,53 0,001
Valina 90,25a  88,78a 88,41a 90,77a 90,74a 1,94 0,022

Aminoacidos  es-
senciais totais 91,38abc  90,07bc  89,61c 92,19a 91,78ab 1,54 0,005
Aminodacidos nao essenciais (%)

Alanina 89,87a  87,32b 87,07b 90,132 89,55ab 2,98 0,001
Acido aspdrtico ~ 89,26ab  87,64b 87,41b 90.95a 91,4la 1,98 0,001
Cisteina 87,51a 8542ab 83,60b 87,40a 86,84ab 1,89 0,019
Acido glutimico ~ 91,63abc  91,13¢  91,29bc  93,24a 92,94ab 2,95 0,002
Glicina 87,79a  8526a 85,32a 88,13a 8743a 1,32 0,015
Prolina 90,22a  87,83ab 86,99b 90,26a 88,85ab 2,40 0,002
Serina 89,21ab  86,84b 87,10b 90,89a 90,29a 1,97 0,001
Tirosina 91,05a 88,73ab 87,78b 90,70a 90,28ab 2,17 0,003

Aminoacidos nao
essenciais totais
Total de aminoéci-
dos (%)

90,16ab  88,57b 88,41b 91,23a  90,88a 1,99 0,002

90,73abc  89,27bc  88,97c 91,68a 91,30ab 1,75 0,002

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



Abreviacoes: MEZ, complexo multienzimaético.

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).
2CN1 = controle negativo 1 (CP menos 68 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 101 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
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4-CONCLUSAO

A suplementacio com fitase preserva o desempenho de frangos alimentados com die-
tas deficientes em Pd, Ca e EM e melhora a digestibilidade dos aminodcidos. A adi¢do de fitase

em combinac¢do com um complexo multienzimatico preserva o desempeno das aves.
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RESUMO

Um experimento foi conduzido para avaliar os efeitos da suplementacao de fitase ou fitase +
complexo multienzimatico em dietas de milho e farelo de soja com redugdo de Ca, fésforo
disponivel (Pd) e energia sobre o desempenho, a retencdo de energia e a digestibilidade de
aminodcidos em frangos de corte. Um total de 1.528 frangos de corte machos Cobb 500 foram
distribuidos aleatoriamente em um dos cinco tratamentos: controle positivo atendendo as reco-
mendagdes nutricionais (CP); dois controles negativos (CN) com redugdo de 0,16% de Ca,
0,15% de Pd, 80 kcal/kg de EM no CN1 e 100 kcal/kg de EM no CN2; CN1 + 1.000 FTU/kg
de fitase; e CN2 + 1.000 FTU/kg de fitase + 15.000 U/kg de xilanase + 2.400 U/kg de B-gluca-
nase + 2.400 U/kg de B-mananase + 1.200 U/kg de celulase + 150 U/kg de a-amilase + 100
U/kg de a-galactosidase + 1.500 U/kg de pectinase + 2.500 U/kg de protease. Foram realizados
trés ensaios: avaliacdo do desempenho das aves, determinacdo dos valores de EMAn e de di-
gestibilidade dos aminoécidos das dietas. Os resultados demonstraram que, nos periodos de 1 a
21 e de 1 a 42 dias de idade, as redugdes nutricionais afetaram negativamente o desempenho de
frangos de corte e os valores de energia da dieta. A adicdo de fitase ou fitase mais complexo
multienzimatico as dietas CN restaurou o desempenho das aves aos mesmos niveis da dieta CP.
No entanto, para os valores de energia, as respostas a suplementacdo enzimatica foram inter-
medidrias as das dietas CP e CN. A inclusdo de enzimas melhorou a digestibilidade da maioria
dos aminodcidos para niveis superiores aos do CP e CN. A suplementacdo enzimatica melhorou
a utilizacdo de aminodcidos e o desempenho de frangos de corte alimentados com dietas con-
tendo niveis nutricionais reduzidos.

Palavras-chave: Frangos de corte, desempenho, fitase, digestibilidade de aminoacidos, com-

plexo multienzimatico.
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EFFECT OF SUPPLEMENTATION OF A FUNGIC PHYTASE ALONE OR IN COM-
BINATION WITH A MULTIENZYMATIC COMPLEX IN REDUCED NUTRIENTS
DIETS FED TO BROILER ON GROWTH PERFORMANCE, APPARENT METABO-
LIZABLE ENERGY, AND AMINO ACID DIGESTIBILITY
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ABSTRACT

An experiment was carried out to evaluate the effects of phytase or phytase + multienzymatic com-
plex in diets with reduced Ca, available phosphorus (Ap) and energy on performance, energy reten-
tion and amino acid digestibility in broilers. A total of 1528 male Cobb 500 broilers were randomly
assigned to one of five treatments: positive control according to nutritional recommendations (PC);
two negative controls (NC) with a reduction of 0.16% of Ca, 0.15% of Pd and ME (80 kcal/kg of
ME in NC1 and 100 kcal/kg of ME in NC2); NC1 + 1,000 FTU/kg of phytase and NC2 + 1,000
FTU/kg of phytase + 15,000 U/kg xylanase + 2,400 U/kg B-glucanase + 2,400 U/kg -mannanase
+ 1,200 U/kg cellulase + 150 U/kg of a-amylase + 100 U/kg of a-galactosidase + 1,500 U/kg of
pectinase + 2,500 U/kg of protease. The results showed that, , in the periods from 1 to 21 and from
1 to 42 days of age, nutritional reductions negatively affected broiler performance and energy val-
ues. The addition of phytase or phytase more multi-enzyme to the NC diets restored the performance
of the birds to the same levels as the PC diet. However, for energy values, responses to enzyme
supplementation were intermediate to PC and NC diets. The inclusion of enzymes increased the
digestibility of most amino acids to levels higher than those of CP and NC. Enzymatic supplemen-
tation improved the use of amino acids and the performance of broilers fed diets with reduced levels
of Ca, Ap and energy.

Keywords: Broilers, performance, phytase, amino acid digestibility, mulltienzimatic complex.
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I-INTRODUCAO

O milho e o farelo de soja contém quantidades significativas de fitato (55% a 85% do fésforo
total) e polissacarideos ndo amildceos (PNAs; 8 a 29%) que afetam negativamente os valores nutrici-
onais das racdes para aves (Bach Knudsen, 1997; Malathi e Devegowda, 2001; Choct et al., 2010;
Jaworski et al., 2015). As aves ndo possuem as enzimas enddgenas necessdrias para hidrolisar adequa-
damente o 4cido fitico, tornando parte do fésforo organico nos graos e sementes oleaginosas indispo-
nivel. Assim, a inclusdo dietética dispendiosa de fontes desse mineral em ragdes para frangos de corte
tem sido uma prética de rotina, uma vez que se busca o atendimento dos requerimentos por esse mineral
(Scholey et al., 2018). Dessa forma, a inclusdo de fitase exdgena nas dietas das aves pode oferecer uma
oportunidade para hidrolisar o fitato, aumentar o aproveitamento dos nutrientes e reduzir os niveis de
inclusdo de ingredientes onerosos as racoes (Dersjant-Li et al., 2015; Pieniazek et al., 2017; Santos et
al., 2019).

Combinar a fitase com complexos multienziméticos (MEZ) pode ser uma alternativa para
aumentar a acessibilidade dela ao substrato (Roofchaei et al., 2019). As carboidrases presentes nesses
complexos quebram a matriz da parede celular, principalmente de componentes insoldveis, facili-
tando a liberac@o de nutrientes encapsulados e o maior acesso da fitase ao fitato (Schramm et al.,
2017; Gallardo et al., 2018). Contudo, a resposta da combinag¢do de fitase e outras enzimas exogenas
tem sido inconsistente em dietas a base de milho e farelo de soja para frangos de corte, sendo seus
efeitos sinérgicos mais comumente encontrados em frangos alimentados com dietas com reducao de
nutrientes (Woyengo e Nyachoti, 2011).

Tem sido observado efeitos positivos da suplementacdo de fitase no desempenho e na
utilizacdo de nutrientes, o que permite a reducdo dos niveis de energia, P e Ca nas dietas de aves
(Ravindran et al., 2008; Walk e Rama Rao, 2020; Broch et al., 2020). Nesse contexto, o efeito
complementar da adicdo combinada de complexos multienziméticos e fitase pode permitir redugao
adicional de energia, o que precisa ser posteriormente demonstrado no desempenho e na utilizagao
de energia e aminoacidos em frangos de corte.

Em vista do potencial beneficio da combina¢do de enzimas exdgenas em dietas avicolas e
devido a falta de conhecimentos relacionados aos efeitos da combinagdo entre multienzimas e fitase
sobre o desempenho e utilizag@o de nutrientes em frangos de corte alimentados com dietas de milho
e farelo de soja, foi hipotetizado que a combinagao de fitase e do complexo enziméatico (MEZ) pode
permitir a redu¢do de energia, célcio e fosforo na dieta sem afetar a utilizacdo de nutrientes e o
desempenho das aves. Portanto, objetivou-se com este estudo avaliar os efeitos da fitase ou da asso-

ciacdo entre fitase e MEZ, suplementadas em dietas deficientes em fosforo disponivel (Pd), calcio
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(Ca) e energia metabolizdvel (EM), sobre o desempenho de frangos de corte e sobre os valores de

ME e digestibilidade de aminoécidos.

2-MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Producdo e
Nutri¢do de Aves do Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, Estado de Minas Gerais, Brasil (20 © 45°57,19” S, 42
51°35,42” W e 682 m de altitude). Todos os procedimentos experimentais adotados foram previa-
mente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais de Producio (processo n° 0107/2018),
de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal estabelecidos pelo Conselho Nacio-

nal de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e legislacdo vigente.

Aves e desenho experimental

Duas dietas basais foram formuladas para os experimentos a base de milho e farelo de soja,
nas fases inicial e de crescimento/terminagao, seguindo as recomendacgdes nutricionais de Rostagno
etal. (2017; Tabela 1). Os mesmos cinco tratamentos foram usados nos trés experimentos: controle
positivo (CP), controle negativo 1 (CN1, reducdo de 0,15% Pd, 0,16% de Ca e 80 kcal kg-1 EM em
relacdo ao CP), controle negativo 2 (CN2, redugdo de 0,15% de Pd, 0,16% de Ca e 100 kcal kg-1 de
EM em relacdo a dieta CP), CN1 com a adicao de fitase (CN1 + Phy) e CN2 com a adi¢ao de fitase
e complexo multienzimético (CN2 + Phy + E).

O complexo multienzimatico (SQzyme CEM, Suntaq International Limited, Shenzhen,
China), contendo predominantemente carboidrases, ¢ composto de a-galactosidase, B-mananase,
pectinase, xilanase, celulase dcida, a-amilase, B-glucanase e protease (Tabela 2). O complexo mul-
tienzimatico, originario de Trichoderma reesei (601-17), foi aplicado, na dose de 100 g/t de dieta,
para fornecer um minimo garantido de 100, 1.500, 1.500, 15.000, 1.200, 150, 2.400 e 2.500 unidades
por kg da dieta de a-galactosidase, B-mananase, pectinase, xilanase, celulase acida, a-amilase, j3-
glucanase e protease, respectivamente. A fitase foi derivada de Aspergillus niger (EC 3.1.3.26), mo-

dificada por Pichiapastoris, e fornecida a uma taxa de 1.000 FTU kg-1 de dieta.
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Procedimentos experimentais

No experimento de desempenho, um total de 1.000 pintos machos Cobb 500 de um dia de
idade foram pesados (42,34 + 0,11 g cada) e distribuidos em cada tratamento com pesos corporais
médios semelhantes. As aves foram casualmente distribuidas em cinco tratamentos, com 10 repeti-
¢oes de 20 pintinhos cada. Cada baia contendo 20 pintinhos foi considerada uma unidade experi-
mental e consistiu de um boxe com piso de concreto, com dimensdes de 1,25 x 1,80 m e total de
2,25 m2. Os animais foram manejados em galpdes de alvenaria de 3 m de altura, com telhas de
cimento-amianto, paredes baixas de 50 cm e tela de 1,27 cn adaptada para experimentagao animal.
A cama de frango consistia de serragem nova. Os parametros de desempenho avaliados foram con-
sumo de racao (CR, g), ganho de peso (GP, g) e taxa de conversao alimentar (CA, g g-1). O peso
corporal e o CR foram registrados aos 21 e 42 d. A mortalidade foi registrada diariamente para pos-
terior correcdo do CR, segundo Sakomura e Rostagno (2016). Ragdo e dgua foram fornecidas ad
libitum durante todo o periodo experimental.

No segundo experimento (metabolismo), 240 frangos de corte machos Cobb 500 foram
alojados em gaiolas contendo bandejas revestidas com pldstico, para coleta das excretas totais.
Cada gaiola metabdlica foi equipada com um comedouro e um bebedouro para aves, para acesso
ad libitum a racdo e dgua. As aves foram distribuidas em delineamento inteiramente casualizado,
com cinco tratamentos, oito repeti¢des e seis aves por unidade experimental. Os frangos foram
alimentados com dieta comercial inicial a base de milho e farelo de soja por 13 dias e, posterior-
mente, introduzidos nas dietas experimentais.

A excreta total foi coletada do dia 19 ao dia 23 para determinar os valores da energia
metabolizdvel aparente corrigida para nitrogénio (EMAn), considerando um periodo de adaptacao
de quatro dias (dias 14-18) e as excretas, coletadas duas vezes ao dia (8h e 18h), por quatro dias
consecutivos (dias 19-22). Ao final da coleta de excretas, as amostras foram descongeladas a tem-
peratura ambiente e homogeneizadas, sendo as subamostras acondicionadas em recipientes plasti-
cos e armazenadas em freezer a 18°C até a andlise.

No terceiro experimento (digestibilidade), 288 frangos de corte machos Cobb 500 foram
alojados em gaiolas, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamen-
tos, oito repeti¢des e seis aves por unidade experimental. Para medir os coeficientes da digestibi-
lidade ileal estandardizada de aminoécidos (CDIEAA), uma dieta livre de proteinas (DIP) foi usada
para determinar a excre¢do enddgena de aminoacidos (Tabela 3). As aves receberam a dieta ex-
perimental dos 16 aos 20 dias de idade. Celite® (Celite Corp., Lompoc, CA, EUA), uma fonte de

cinza 4cida insoldvel (CAI), foi adicionada a todas as dietas a 10 g kg-1 como um marcador
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indigestivel, e as concentracdes de CAI foram determinadas pelo método de Van Keulen e Young
(1977).

Ap6s uma adaptac@o de cinco dias, no 21° dia, todas as aves foram mortas por deslo-
camento cervical, e a cavidade abdominal foi aberta imediatamente, para expor o trato diges-
tivo. O segmento terminal do fleo de 15 cm foi seccionado a4 cm da juncgdo ileocecal, a fim
de acessar a digesta ileal. As amostras ileais foram congeladas e armazenadas a -20 °C até o
processamento. Amostras ileais foram liofilizadas por 72 horas a -40°C (LH 0401, Terroni,Sao

Carlos, Brasil).

Anadlises quimicas

Amostras de excreta e racdo foram secas a 55 °C em estufa de ventilacdo forcada por 72
horas. As amostras foram moidas em tela de 1 mm. O teor de matéria seca (MS) foi determinado
secando-se as amostras em estufa durante a noite a 105 °C (método INCT-CA G-003/1; Detmann et
al., 2012). O método de Kjeldahl foi utilizado para determinar o nitrogénio nas dietas e excretas, de
acordo com os métodos oficiais de andlise (método INCT-CA N-001/1; Detmann et al., 2012). O
nitrogénio excretado (NE) foi calculado multiplicando-se a quantidade total excretada na MS pela
porcentagem de nitrogénio na excreta, também na MS. O mesmo foi aplicado ao célculo do nitrogé-
nio (NC) consumido. O balanc¢o de nitrogénio (BN) foi obtido a partir da quantidade de nitrogénio
consumido menos o nitrogénio excretado. O conteddo de energia bruta (EB) foi medido por uma
bomba calorimétrica adiabatica C5001 (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha). Os va-
lores de EMAn foram calculados com base na analise das dietas e excretas, segundo Sakomura e
Rostagno (2016).

As analises da MS (método INCT-CA G-003/1; Detmann et al., 2012), das ra¢des e da digesta
ileal coletada do frango no terceiro experimento, foram realizadas para os célculos de digestibilidade. As
andlises laboratoriais para determinac@o do teor de aminoécidos das dietas e excretas foram realizadas
pela CBO - Andlises Laboratoriais (Campinas, Sao Paulo, Brasil) por meio de HPLC (cromatografia
liquida de alto desempenho). A digestibilidade dos aminodacidos foi calculada com base na anélise das

dietas e da digesta ileal, segundo Sakomura e Rostagno (2016).
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Analise estatistica

Os dados de desempenho, energia metabolizdvel e digestibilidade de aminoécidos fo- ram
analisados pela ANOVA, usando-se o software R. Boxes ou gaiolas foram considerados unidades
experimentais. Um valor de probabilidade de P<0,05 foi considerado para ser estatis- ticamente
significativo.

O teste de Tukey no nivel de significancia P<0,05 foi utilizado para identificar diferencas
significativas entre as madias.

O modelo estatistico usado foi:

Yij =p + 1+ &ij,
em que Yij € a observacdo do i-ésimo tratamento na j-ésima unidade experimental (varidvel-res-

posta), 1 é a média geral, i € o efeito do tratamento e &ij € o erro experimental.

Tabela 1. Composicao e valores nutricionais calculados de dietas Controle Positivo (CP) e Con-
troles Negativos (NC)

1 a2l dias deidade 22 a 42 dias de idade
Ingredientes (%)
CP1 CNI1 CN2 CP CN1 CN2
Milho 50,496 53,834 54,192 59,220 62,470 62,928
Farelo de soja 41,420 40,900 40,825 32,689 32,164 32,090
Oleo de soja 3,830 1,810 1,427 4,490 2,470 2,086
Fosfato bicalcico 1,790 0,970 0,969 1,490 0,675 0,674
Calcario 0,920 1,033 1,034 0,715 0,825 0,825
Sal 0,515 0,415 0,515 0,472 0,472 0,471
DL-Metionina (99%) 0,318 0,315 0,314 0,253 0,250 0,248
Lisina-sulfato (54,6%) 0,197 0,211 0,212 0,160 0,169 0,170
L-Treonina (98%) 0,048 0,046 0,046 0,032 0,032 0,031
Vitamina4 0,130 0,130 0,130 0,130 0,130 0,130
Mineral5 0,130 0,130 0,130 0,130 0,130 0,130
Cloreto de Colina (60%) 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Salinomicina6 (12%) 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055 0,055
BHT7 0,001 0,001 0,001 0,010 0,010 0,010
Amido 0,050 0,050 0,050 - - -

Total 100 100 100 100 100 100
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Energia Metabolizdvel

kcal/kg 3000
Proteina bruta % 23,23
Célcio % 0,937
Fésforo disponivel % 0,440
Sédio % 0,218
Lisina dig. % 1,256
Metionina + Cisteina dig. % 0,929
Treonina dig. % 0,829
Triptopano dig. % 0,268

2920
23,3
0,777
0,290
0,218
1,256
0,929
0,829
0,268

2900
22,153
0,777
0,290
0,218
1,256
0,929
0,829
0,268

3150
19,94
0,758
0,374
0,200
1,070
0,790
0,706
0,222

3070
19,964
0,598
0,224
0,200
1,070
0,792
0,706
0,221

3050
19,967
0,598
0,224
0,200
1,070
0,792
0,706
0,221

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).
2CN1 = controle negativo 1 (CP menos 68 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 101 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

*Vit. A 9.375 UL Vit. D3, 2.375 Ul/kg; Vit. E, 35 Uﬂkg; Vit. B1, 2,50 mg/kg; Vig. B2, 6,25
mg/kg; Vit. B6, 3,5 mg/kg; Vit. B12, 0,015 gng/kg; Acido Nicotinico, 37,5 mg/kg; Acido Pan-
toténico, 12,5 mg/kg; Vit. K3, 1,88 mg/kg; Acido Folico, 0,875 mg/kg; Biotina, 0,088 mg/kg.

3Selénio, 0,375 mg/kg; Manganés, 88 mg/kg; Ferro, 62,5 mg/kg; Zinco, 81,3 mg/kg; Cobre,

12,5 mg/kg; lodo, 1,25 mg/kg.
6 Anticoccidiano.

7 Antioxidante Butil Hidroxi Tolueno.



Tabela 2. Defini¢do e Propriedades enziméticas das enzimas adicionadas as ragoes.
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Enzimas Defini¢ao!

Molécula liberada Substrato Tempo de reacdo pH Temperatura
Fitase tmol de Pnored- Eitato de Sédio I min 55 37°C
o-Galactosidase I'pmol de p-Nitro- — p-Nitrofenil-a-D- 1 min 6.0 37°C

fenol Galactopiranosideo
-Mananase 1 pmol de Manose Galactomanano 1 min 5.0 70°C
Pectinase 1 pmol de AAq(io D- Acido Pol;galacturo— 1 min 50 379C
Galacturdnico nico
Xilanase 1 pmol de Xilose Xilano 1 min 5.0 50°C
Celulase 1 pmol de Glicose Filtrado de papel 1 min 4.8 50°C
a-Amylase 1 umol de glicose Amido 5 min 6.9 40°C
B-Glucanase 1 umol de glicose Carboximetilcelu- 1 min 4.8 50°C
lose '

1 pmol de Suc-Ala-

Protease Ala-Pro-Phe-N-suc- p-Nitroanilina 1 min 9.0 37°C

cinil Ala-Ala-Pro-
Phe-p-nitroanilida

IQuantidade de enzima necessdria para liberar 1 pmol de determinada molécula do substrato em determinado tempo, pH e temperatura.

50
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Ingredientes PFD (%)
Amido 81,240
Acucar 5,000
Oleo de soja 5,000
Fosfato bicalcico 2,100
Calcario 0,700
Sal 0,450
Sabugo de milhol 4,000
Vitamina2 0,150
Mineral3 0,150
Cloreto de colina (60%) 0,200
BHT4 0,010
Cinza acida insoldvel (CeliteTM) 1,000
Total 100,000
Proteina bruta (%) 0,174

!Considerando sabugo com 4,4% de proteina bruta.

2Vit. 9.375 1U; Vit. D3, 2.375 IU; Vit. E, 35 IU; Vit. B1, 2,50 mg; Vit. B2, 6,25 mg; Vit. B6,
3,5 mg; Vit. B12, 0,015 mg; Acido Nicotinico, 37,5 mg; Acido Pantoténico, 12,5 mg; Vit.

K3, 1,88 mg; Acido Fdlico, 0,875 mg; Biotina, 0,088 mg.

3Selénio, 0,375 mg; Manganés, 88 mg; Ferro, 62,5 mg; Zinco, 81,3 mg; Cobre, 12,5 mg;

Iodo, 1,25 mg.

4 Antioxidante Butil Hidroxi Tolueno.

3-RESULTADOS E DISCUSSAO

Desempenho

Durante a fase inicial (d 1 a 21) e total (d 1 a 42), o GP foi menor (P<0,05) nas aves

alimentadas com as dietas CN, em comparagdo aquelas que receberam a dieta CP (Tabela 4). O

CR de d 1 a 21 e total fo1 menor (P<0,05) para aves que receberam a dieta CN2, em relagado

aquelas que se alimentaram com todas as outras dietas. A maior reducao de energia (100 versus

80 kcal/kg) nas dietas de baixo Ca e Pd resultou em maiores redugdes no CR e GP, em

comparagdo ao PC, em ambas as fases de avaliacdo. Para demonstrar o potencial de utilizagdo

de enzimas exdgenas em dietas a base de milho e farelo de soja, torna-se fundamental de-

monstrar uma diminui¢do significativa no desempenho de aves alimentadas com dietas con-
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tendo niveis reduzidos de nutrientes. De fato, o GP e o CR foram diminuidos em aves alimen-
tadas com dietas CN, em comparagdo com aquelas alimentadas com dietas contendo niveis
adequados de nutrientes. Isso estd de acordo com o relatado anteriormente para diferentestipos
de ingredientes e graus de deficiéncia nutricional em dietas para frangos de corte (Neto, 2012;

Amerah et al., 2014; Dessimoni et al., 2019).

Tabela 4. Efeito de enzimas exdgenas no desempenho de frangos de corte

Variavel Tratamento CV(%) P-valor
CN2 + fitase

CP CN1 CN2 CNI1 + fitase
+ MEZ
1-21 dias de idade

GP (g) 970a 874b 787c 963a 977a 4,45 0,001

CR (g) 1264ab  1208b 1078c¢ 1290a 1300a 3,80 0,001

CA 1,30a 1,38¢c 1,37bc 1,34abc 1,33ab 3,03 0,001
1-42 dias de idade

GP (g) 3226a  3031b 2844c¢ 3208a 3173* 2,78 0,001

CR (g) 5013a  4856a 4354b 4932a 49492 4,16 0,001

CA 1,55ab 1,61b 1,54a 1,54a 1,56ab 3,53 0,016

#¢Médias na mesma linha com letras diferentes diferem significativamente (P< 0,05) pelo teste
de Tukey. Abreviagdes: MEZ, complexo multienzimético; GP, ganho de peso (g); CR, consumo
de racdo (g); CA, conversdo alimentar (g/g).

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).

2CN1 = controle negativo 1 (CP menos 80 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 100 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

A suplementag@o com fitase no CN1 ou a suplementacido com fitase mais complexo
multienzimatico no CN2 melhorou (P<0,05) o GP e o CR para niveis acima daqueles de aves
alimentadas com as dietas CN e nao foram diferentes daqueles de aves alimentadas com a dieta
PC. Segundo Broch et al. (2020), a fitase atenua os efeitos negativos da redu¢ao nutricional em
dietas para frangos de corte, o que esté relacionado ao aumento da disponibilidade de P, outros
minerais e nutrientes, como resultado da acdo de hidrélise sobre o 4cido fitico. Isso estd de
acordo com outros estudos, segundo os quais niveis baixos de nutrientes e energia, quando as-
sociados a suplementacdo de fitase, podem ser fornecidos sem ter quaisquer efeitos prejudiciais

no desempenho das aves (Rutherfurd et al., 2012).



53

A CA de aves alimentadas com as duas dietas CN, aos 21 dias de idade, foi significa-
tivamente pior (P<0,05) em comparacdo a CA daquelas alimentadas com as dietas CP, e isso
foi relatado anteriormente em aves alimentadas com dietas deficientes em nutrientes e energia
(Walk e Rama Rao, 2020; Poernama et al., 2021). No entanto, embora tenha sido observado
efeito numérico, a suplementacdo com fitase no CN1 ou a suplementacdo com fitase mais com-
plexo multienzimético no CN2 ndo melhoraram a CA em comparagdo as dietas CN, que tam-
bém nio diferiram da dieta CP. Entretanto, na fase total, a CA de aves alimentadas com CP ndo
diferiu da CA daquelas alimentadas com as dietas CN; apenas as aves que receberam CNI1 +
fitase exibiram menor (P<0,05) CA, em comparagdo aquelas alimentadas com CN1 sem enzi-
mas. Santos et al. (2017) relataram melhorias significativas na efici€éncia alimentar de frangos
de corte alimentados com dietas com a adi¢do de fitase isolada ou adicdo da combinacdo de
fitase mais xilanase mais protease, mas esse efeito foi perdido no dia 42, e ali ndo houve bene-
ficio significativo das combinag¢des de enzimas no desempenho. Da mesma forma, ficou evi-
dente no estudo atual que, quando o complexo multienzimatico foi usado em combinagdo com
a fitase, seu beneficio na CA ndo foi percebido aos 42 dias de idade das aves.

No entanto, o MEZ nao foi avaliado individualmente no estudo atual, e outros estudos
relataram que frangos de corte alimentados com dietas deficientes em nutrientes e energia tiveram
desempenho mais eficiente quando as dietas eram suplementadas com fitase (Karimi et al., 2013),
fitase mais multienzimas (Roofchaei et al., 2019) ou somente complexo de carboidrases (Yuan et
al., 2017). Esses resultados inconsistentes se devem, principalmente, a ingredientes variados usados
na dieta e sua inerente digestibilidade, teor de fatores antinutricionais, tipos de atividade enzimética
e combinacdes selecionadas, além dos niveis de reducdo de nutrientes em diferentes estudos (Wang
et al., 2021). Nesse contexto, tendo em vista que a maioria das dietas comerciais para aves contém
uma fitase, uma carboidrase ou uma protease e, na maioria das vezes, a combinacdo dessas enzimas,
seria interessante avaliar a possibilidade dos efeitos aditivos da combinagdo dessas enzimas em uma
abordagem fatorial (Walk e Poernama, 2019).

Nenhum impacto na CA foi observado entre CN1 e CN2 na fase inicial, ao passo que,
na fase total, a CA de aves que receberam a dieta CN1 foi pior (P<0,01) do que a CA de aves
alimentadas com a dieta CN2. Aparentemente, a melhor CA apresentada pelas aves que se ali-
mentaram da dieta CN2 foi impulsionada por decréscimo significativo no CR e diminui¢do
simultanea no GP, o que nao foi observado nos frangos de corte que receberam a dieta CN1, e
isso pode estar associado a dindmica da redu¢do de energia e de Pd nas dietas. De acordo com
Sharma et al. (2018), os valores de EM dietéticos podem influenciar o desempenho dos frangos

de corte, estando isso relacionado aos niveis de Pd na dieta.
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Metabolismo

Foi postulado que o beneficio da adicao de fitase ou da combinagdo de fitase com
outras enzimas na reten¢do de energia em frangos de corte alimentados com dietas de milho e
farelo de soja s6 pode ser plenamente obtido com a reducdo da densidade dos nutrientes da
racdo, levando em consideragdo a energia da dieta e a digestibilidade dos aminoacidos aumen-
tados pela suplementacdo enzimadtica (Francesch e Geraert, 2009). No presente estudo, a menor
concentracdo de Ca, Pd e energia nas dietas CN reduziu (P<0,05) o valor de EMAn das deitas
em comparacdo com a dieta CP (tabela 5), o que estd de acordo com estudos anteriores (Tiwari
et al., 2010; Amerah et al., 2014; Wang et al., 2021).

A adicdo de fitase a dieta CN1 ou em combinac¢io com o complexo multienzimatico a
dieta CN2 resultou em valores de EMAn similares aos obtidos com a dieta CP. No entanto, a su-
plementacdo enzimatica as dietas CN ndo aumentou os valores de EMAn comparada as dietas CN
isoladas. Alguns estudos apontam que a suplementacao de fitase pode (Pieniazek et al., 2017) ou
ndo (Akter et al., 2018) aumentar a reten¢do de EMAn em frangos de corte. Isso pode estar relaci-
onado a variacao na concentracao de acido fitico nas dietas, tipo de ingrediente, grau de reducao

nutricional e idade das aves utilizadas nos diferentes estudos (Cowieson et al., 2015).

Tabela S. Energia metabolizavel aparente corrigida para o balango de nitrogénio em dietas para
frangos de corte suplementadas com enzimas exdgenas

Variavel Tratamento CV (%) P-valor
CNI + CN2 + fitase +

CP CNlI CN2

fitase MEZ
EMAnN
Calculado 3000 2920 2900 3000 3000
Determinado 3071a 2983b 2982b 3058ab 3032ab 1,94 0,008

#“Médias na mesma linha com letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05) pelo teste
de Tukey. Abreviacdes: MEZ, complexo multienzimético; EMAn, energia metabolizavel apa-
rente corrigida para o balancgo de nitrogénio.

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).
2CN1 = controle negativo 1 (CP menos 80 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 100 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
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A associagdo de fitase com multienzimas pode proporcionar beneficios complementa-
res e, de quebra, permitir maiores redugcdes nas especificacdes nutricionais das dietas (Jlali et
al., 2020). Foi demonstrado que a associacdo de fitase, xilanase e B-glucanase melhorou a uti-
lizacdo de energia em frangos alimentados com dietas deficientes em EM,proteina bruta, Ca e
Pd (Lu et al., 2013; Shramm et al., 2017). Gallardo et al. (2019) também relataram melhorias
significativas nos valores de EMAn em frangos de corte alimentados com fitase mais carboi-
drases, o que subsequentemente melhorou o desempenho. No entanto, quando houve adicao do
complexo multienzimético juntamente com a fitase em uma dieta com maior reducao de ener-
gia, como no presente estudo, ndo foi observado beneficio adicional nos valores de EMAn, em

comparagdo com a adicdo de fitase isoladamente.

Digestibilidade

A adicdo de fitase a dieta CN1 ou a suplementacdo de fitase mais complexo multienzimas
na dieta CN2 aumentaram (P<0,05) o coeficiente de digestibilidade de todos os aminodcidos medidos,
em compara¢do com as dietas CN ndo suplementadas, porém nao diferiram entre si (Tabela 6). Outros
estudos tém da mesma forma demonstrado que a adi¢ao de fitase (Amerah et al., 2014; Pieniazek et
al., 2017; Walk e Olukosi, 2020), bem como de fitase mais complexos multienziméticos (Gallardo et
al., 2017; 2018; 2019), melhora a utilizacdo de aminoacidos em frangos de corte.

A suplementacdo de fitase mais complexo multienzimatico a dieta CN2 aumentou a di-
gestibilidade ileal dos aminodcidos arginina, histidina, isoleucina, lisina e fenilalanina para niveis
superiores aos obtidos com a dieta CP. Contudo, a adi¢ao de fitase isoladamente a dieta CN1 nao
resultou em diferencgas na digestibilidade ileal estandardizada dos aminodcidos, em relagdo a dieta
CP. Foi relatado que o fitato pode complexar aminoécidos livres diretamente nos aminodcidos no
trato digestivo de frangos de corte (Selle et al., 2012; Bao et al., 2013; Gallardo et al., 2017).

Dessa forma, a hidrdlise do fitato por fitase adicionada as ragdes pode aumentar a di-
gestibilidade de aminodcidos, sendo a extensdo dessas respostas dependente da concentragdo
do fitato na dieta, da concentracdo e fonte da fitase e da acessibilidade ao fitato pela fitase
(Rutherfurd et al., 2012; Dadalt el al., 2017). Essa tltima é determinada pela presenca de PNAs,
que, nos ingredientes convencionais, correspondem aos arabinoxilanos e p-galactomanano no
milho e a-galactosideos e B-galactomanano no farelo de soja (Choct, 1997; Jamroz et al., 2002;

Amerah et al., 2015).
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Tabela 6. Efeito da suplementagdo com enzimas exdgenas sobre o coeficiente de digestibili-
dade ideal estandardizado de aminodcidos em frangos de corte

Variavel Tratamento (GAY P-valor
CN2 +
CNI1 +
CP CN1 CN2 fitase +
fitase
MEZ
Aminoacidos essenciais (%)
Arginina 82,17bc  77,75¢  82,29bc 87,42ab 89,015a 5,04 0,001
Histidina 89,58abc 86,25¢  88,61bc  91,14ab 91,99a 2,61 0,001
Isoleucina 88,07¢  85,53¢ 88,15bc 91,62ab 92,89a 2,76 0,001
Leucina 89,93abc 86,64c  89,10bc 92,25ab  92,76a 2,58 0,001
Lisina 91,11bc  88,30c  90,59bc 93,28ab 94,07a 2,23 0,001
Metionina 95,04ab 92,35¢  93,90bc 96,69a 96,49a 1,72 0,001
Fenilalanina 89,54bc  86,00d 88,69cd 92,27ab  93,59a 2,62 0,001
Treonina 89,06abc 85,17¢ 87,40bc 90,68ab 92.,67a 3,31 0,001
Valina 88,0lbc  85,16¢c 88,57abc 91,14ab 92,30a 2,95 0,001
Aminoacidos essen-
ciais totais 89,28bc  86,01c  88,66bc 91,86ab 92,88a 2,77 0,001
Aminoacidos ndo essenciais
(%)
Alanina 90,19a 86,37b  89,23ab 91,96a 92,50a 2,93 0,001
Ac. Aspartico 90,06ab 85,98c 86,53bc 91,51a 91,92a 2,82 0,001
Cisteina 82,40abc 76,63¢  79,86bc 83,47ab 88,48a 5,36 0,001
Ac. glutdmico 92,0l1ab 87,38c  90,91b 93,92a 94,38a 2,08 0,001
Glicina 84,08ab 80,50b 82,97ab 85,79a 87,34a 3,98 0,001
Prolina 88,37abc 84,75¢ 86,98bc 89,54ab 91,87a 2,88 0,001
Serina 89,76ab  85,06c 87,36bc 91,30ab 91,87a 3,19 0,001
Tirosina 88,95ab 85,27b  88,56ab 91,49a 92,04a 2,96 0,001
Aminoacidos
ndo essenciais 89,77ab 86,02¢c 88,03bc 91,46ab 92.,30a 2,73 0,001
Totais
Total de aminoéaci-
dos (%) 89,56ab  86,02c¢ 88,31bc 91,63ab 92,56a 2,74 0,001

#*“Médias na mesma linha com letras diferentes diferem significativamente (P < 0,05) pelo teste

de Tukey.

Abreviagdes: MEZ, complexo multienzimatico; Ac., 4cido.

ICP = controle positivo (dieta atendendo os requerimentos nutricionais de frangos de corte).
’CN1 = controle negativo 1 (CP menos 80 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).
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3CN2 = controle negativo 2 (CP menos 100 kcal/kg de EM, 0,15% de Pd e 0,16% de Ca).

Assim, os resultados na digestibilidade dos aminoédcidos com a combinag@o alimentar
de fitase e complexo multienzimdtico podem estar associados a clivagem total ou parcial desses
PNAs presentes em dietas de milho e farelo de soja e ao aumento do acesso pelas enzimas end6-
genas e fitase (Woyengo e Nyachoti, 2011; Kiarie et al., 2014; Roofchaei et al., 2019).

Uma grande varia¢do na resposta, que era dependente do aminoécido, foi observada nos
valores dos coeficientes de digestibilidade ileal estandardizados dos aminoécidos avaliados no
presente estudo. O maior efeito positivo da fitase foi observado em arginina, cisteina e serina,
enquanto o maior efeito positivo da combinacao fitase mais complexo multienzimatico foi obser-
vado em arginina, cisteina e treonina. Isso estd de acordo com estudos anteriores, segundo os
quais a arginina pode ser um dos aminodcidos mais responsivos a suplementacao de fitase isolada
ou em associacdo com um complexo multicarboidrase (Gallardo et al., 2018; 2019). O fitato tem
acesso praticamente desimpedido para interagir diretamente com aminodcidos bésicos na super-
ficie das proteinas, incluindo a arginina, o que facilitaria a forma¢do do complexo proteina-fitato
(Selle et al., 2012). Foi demonstrado que o fitato se associa as proteinas -conglicinina e glicinina
na soja, que sao constituidas por fracdes proteicas ricas em arginina (Riblett et al., 2001; Nishinari
et al., 2018). Assim, seria de se esperar que, ao avaliar a digestibilidade dos aminoécidos em
dietas ricas em farelo de soja para frangos de corte com adicao de fitase, a melhora nos valores
da arginina pudesse ser superior a de outros aminodcidos.

A fitase também pode provocar efeitos positivos na digestibilidade dos aminoacidos
através de uma reducao no fluxo endégeno de aminodcidos (Cowieson et al., 2017). Essa propo-
sicdo € suportada pelos dados do presente estudo, os quais evidenciaram efeito relativamente fraco
da suplementac¢do enzimatica na digestibilidade da metionina, que € um aminodcido presente em
baixas concentragdes nas secrecdes endogenas e, portanto, com um custo endégeno nio tao alto
em comparacgdo com o dos demais aminodcidos (Cowieson e Bedford, 2009). Além disso, como
na composi¢do da proteina endégena a cisteina, treonina e serina correspondem aos principais
aminodcidos (Cowieson e Ravindran, 2007), pode-se dizer que no presente estudo houve perda
de aminoécidos endégenos recuperados pela fitase e pela associac@o de fitase mais complexo
multienzimatico. Esses achados sdo consistentes com os de outros estudos, que também conside-
ram a cisteina o aminodcido mais presente nas perdas endogenas proteicas (Santos et al., 2008;
Murugesan et al., 2014; Dersjant-li et al., 2019). Em contraste, a treonina foi o aminodcido mais
afetado em outros estudos (Camden et al., 2001; Truong et al., 2015).

As médias da digestibilidade ileal aparente da maioria dos aminodcidos nao diferiram en-

tre as dietas CP, CN1 e CN2. No entanto, fenilalanina, metionina, 4cido aspartico, 4cido glutamico
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e serina foram as excecdes. Esses resultados nao eram esperados, pois os CNs foram formulados
para serem deficientes em Ca, P e EM quando comparados ao CP. Santos et al. (2008) sugeriram
que a menor digestibilidade de aminodcidos, em dietas deficientes em Ca, P e EM, pode estar asso-
ciada ao nivel reduzido de Ca em dietas CN, pois a menor concentragao desse mineral estaria asso-
ciada a menor atividade de enzimas proteoliticas (Namkung e Leeson, 1999). Ademais, baixos ni-
veis de gordura na dieta associados a aumentos na taxa de passagem parecem comprometer a di-
gestibilidade de proteinas (Ravindram et al., 2008; Cowieson et al., 2010). A falta de consisténcia
dos resultados do presente estudo com os demais encontrados na literatura pode estar relacionada a
variabilidade de ingredientes utilizados, idade da ave, método de ensaio empregado, grau de defici-
éncia e presenca de fatores antinutricionais na dieta, perdas endégenas e marcador inerte, adotados

nos diferentes estudos (Selle et al., 2012; Cowieson et al., 2017).
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4-CONCLUSAO

Este estudo confirma que a fitase e sua combinagcdo com o MEZ melhora a digestibilidade
dos aminodcidos e o desempenho de frangos de corte alimentados com dietas com baixo teor de

Ca, Pd e EM.
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5-CONCLUSAO GERAL

A suplementag¢do enzimdtica restaura os valores de energia, a digestibilidade dos
aminoécidos e o desempenho de frangos de corte alimentados com dietas deficientes em

nutrientes e energia.
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