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RESUMO

As dietas normalmente utilizadas para a nutrigdo das aves sdo compostas principalmente por
ingredientes de origem vegetal (milho e farelo de soja). Estes ingredientes possuem fatores
antinutricionais como o acido fitico, o qual limita a exploragdo do maximo potencial
produtivo das aves. Diversas pesquisas na area de nutricdo animal, buscam inovagbes por
meio da utilizacdo de aditivos tecnoldgicos, como as enzimas exdgenas, que possibilitam que
0s ingredientes presentes nas ragdes sejam melhor aproveitados pelas aves durante o processo
digestivo proporcionando maior rentabilidade no sistema de produgdo de ovos. Dessa forma,
objetivou-se avaliar o efeito de diferentes niveis das enzimas exdgenas fitase e protease sobre
0 desempenho produtivo e qualidade dos ovos de poedeiras comerciais leves em pico de
producdo. O experimento foi realizado utilizando-se 420 poedeiras leves da linhagem
Lohmann LSL Lite com 30 semanas de idade, distribuidas em delineamento inteiramente
casualizado, alojadas em 42 gaiolas sendo 10 aves em cada unidade experimental. O ensaio
experimental foi dividido em trés periodos de 21 dias, totalizando 63 dias de avaliacdo. Foram
utilizados seis tratamentos com sete repeticdes sendo: controle positivo (CP) - niveis de Ca e
P recomendados, controle negativo 1 (CN1) - matriz da fitase com reducdo dos niveis de Ca e
P, controle negativo 2 (CN2) - matriz da protease com redugdo do nivel de proteina bruta,
CNL1 + 125 g/t de protease + 60 g/t de fitase (300 FTU/kg), CN1 + 125g/t de protease + 120
g/t de fitase (600 FTU/kg) e CN2 + 125 g/t de protease. As variaveis mensuradas para avaliar
0 desempenho produtivo foram: consumo de racdo, conversdo alimentar (kg/kg e kg/dz),
producdo de ovos e peso médio dos ovos. J& para avaliar a qualidade dos ovos analisou-se:
espessura de casca, unidade haugh, peso especifico e coloracdo da gema. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o pacote computacional SAS
(2002), considerando-se os periodos de avaliagdo como sub-parcela e o periodo total
experimental. A comparacgéo entre os tratamentos foi realizada por meio do teste de SNK 5%
de probabilidade. Houve efeito (P<0,05) nas variaveis de desempenho produtivo (producéo de
ovos e conversao alimentar por massa de ovos e por dizia) quando utilizou-se enzimas fitase
e protease na dieta das aves. Ndo foram observadas diferencas (P>0,05) nas variaveis
analisadas para qualidade dos ovos (unidade Haugh, cor e peso especifico), apenas a
espessura de casca foi influenciada pelos tratamentos (P<0,05). Assim, pode-se concluir que a
utilizacdo da enzima fitase em menor nivel (60 g/t) recuperou o desempenho produtivo das
aves em relacdo ao controle negativo 1. A utilizacdo de 120 g/t de fitase obteve resultados
semelhantes ao menor nivel de inclusdo da enzima. Em relacdo a enzima protease utilizada de
forma isolada, observou-se que a producédo de ovos e a conversao alimentar foram melhorados
em relacdo ao controle negativo 2.

Palavras-chave: Avicultura. Acido fitico. Fatores antinutricionais. Nutricdo. Enzimas
exogenas.
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1 INTRODUCAO

A avicultura de postura vem se destacando, principalmente, devido ao fato de que o
ovo é um alimento completo e de extrema importancia para a alimentacdo humana sendo seu
consumo estimulado por apresentar em sua composicdo nutricional proteina de excelente
valor bioldgico e baixo custo ao consumidor.

A indUstria brasileira de producdo avicola é considerada avancada no agronegdcio
mundial, devido a evolucdo nas diversas areas, principalmente na nutricdo, buscando
melhorias no resultado zootécnico e mantendo ou reduzindo o custo de producdo
(JUNQUEIRA et al., 2013).

De acordo com o relatdrio anual da Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA,
2018), a produgdo brasileira de ovos em 2017 foi aproximadamente de 39,9 bilhdes de
unidades, sendo que 99,74 % da producdo total é destinada ao mercado interno, onde o
consumo per capita atingiu 192 unidades. A estimativa da ABPA para 2018 é que 0 consumo
per capita de ovos brasileiro deve alcancar 212 unidades.

As dietas normalmente utilizadas para a nutricio das aves sdo compostas
principalmente por ingredientes de origem vegetal (milho e farelo de soja). Estes ingredientes
possuem fatores antinutricionais como o &cido fitico, o qual limita a exploracdo do maximo
potencial produtivo das aves. Diversas pesquisas na area de nutricdo animal, buscam
inovacdes por meio da utilizacdo de aditivos tecnoldgicos, como as enzimas exdgenas, que
possibilitam que os ingredientes presentes nas racGes sejam melhor aproveitados pelas aves
durante o processo digestivo proporcionando maior rentabilidade no sistema de producdo de
0VOsS.

As aves sdo capazes de produzir enzimas enddgenas, porém, essa quantidade nao é
suficiente para atender toda a demanda do organismo. Assim, a suplementacao das dietas com
enzimas exdgenas vem crescendo nos ultimos anos de forma a intensificar a acdo das enzimas
ja produzidas por sintese enddgena.

A utilizacdo de enzimas exdgenas, principalmente, a fitase e a protease, utilizadas
individualmente ou associadas na forma de complexos enzimaticos atuam minimizando o
efeito dos fatores antinutricionais presentes nos ingredientes da ragdo, melhorando a
disponibilidade e o aproveitamento de nutrientes como minerais, aminoacidos e energia. As
enzimas também sdo utilizadas como alternativa para reduzir a contaminacdo ambiental por

meio da excregdo de nutrientes (fosforo, nitrogénio, cobre e zinco) presentes nas excretas das
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aves (JUNQUEIRA et al., 2013). Além disso podem aumentar os indices zootécnicos e
otimizar os custos de produc&o, visto que a alimentacao representa 70% do custo total.

Dessa forma, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes niveis de suplementacdo das
enzimas exdgenas fitase e protease em ra¢des para poedeiras comerciais leves (Lohmann LSL
Lite) em pico de producédo (30 semanas de idade) sobre o desempenho produtivo e qualidade
dos ovos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producéo de ovos e idade de postura

O setor avicola de postura tem apresentado crescimento significativo nos ultimos anos.
Com a evolucdo da nutricdo associada ao manejo, sanidade e genética, as poedeiras
comerciais se tornaram mais precoces e aumentaram sua produtividade, com média de 300
ovos no 1° ciclo de producéo. Esses fatores quando associados de maneira correta resultam
em melhor desenvolvimento do aparelho reprodutivo e peso corporal das aves.

De acordo com os dados do IBGE (2019), a producdo de ovos no 1° trimestre de 2019
foi de 912,64 milhdes de duzias, correspondendo a um aumento de 6 % comparado ao 1°
trimestre de 2018 (Figura 1). A producédo de 51,57 milhdes de duzias a mais, no comparativo
entre os 1% trimestres 2019/2018 foi impulsionada por aumentos na producdo principalmente
pelos estados do Ceara (+9,64 milhdes de duzias), Espirito Santo (+8,78 milhdes de ddzias) e
Parana (+7,90 milhdes de duzias). O estado que se destaca com maior producdo no 1°
trimestre de 2019 é Sdo Paulo, representando 27,9 % da producdo nacional, seguido

respectivamente pelos estados: Espirito Santo (9,9%), Minas Gerais (9,4%) e Parana (9,1%).
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Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacao de Agropecudria, Producdo de Owvos de Galinha, 2014.1-2019.1.

Figura 1- Evolucéo brasileira da producéo de ovos de galinha por trimestres, 2014-2019.

Fonte: IBGE (2019).

As aves iniciam a postura com aproximadamente 18 semanas de idade e em torno de
20-21 semanas, estas atingem 50% de producdo de ovos considerando-se o inicio da postura
do plantel. O pico de producdo ocorre proximo a 25% semana de idade, periodo no qual as
poedeiras modernas tém atingido em torno de 95% de producdo e alta persisténcia de postura
com mais de 30 semanas, com 90% de producdo (BERTECHINI, 2013). Assim 0 uso de
dietas balanceadas faz-se necessario para atender a grande demanda das aves em producéo,

mantendo alta produtividade por periodo mais longo.

2.2 Utilizacdo de enzimas na avicultura

De acordo com Mcknight (1996) e Rostagno et al. (2005), o fosforo presente nos graos
dos ingredientes de origem vegetal apresenta-se em torno de 70% indisponivel, na forma de
fitato ou acido fitico. O acido fitico ainda pode se quelatar com outros minerais como calcio,
zinco, ferro, magnésio e também com outros nutrientes como aminoacidos e lipideos,
tornando-os indisponiveis ao animal (SNOW; DOUGLAS; PARSONS, 2003).
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Os minerais sdo de extrema importancia, pois, alem de atuarem em rotas metabdlicas,
na reproducdo e no crescimento das aves, influenciam diretamente na producdo e qualidade
dos ovos, sendo componentes necessarios para sua formacdo (FREITAS, 2017). A casca do
ovo é considerada protecdo natural contra agentes patogénicos e tem como funcdo manter a
qualidade do produto. A mesma tem como principal constituinte o carbonato de célcio
(CaCO0:s), além de minerais como Ca, P, Mg (ORNELLAS, 2001). Os requerimentos para
formacdo da casca sdo de 2100 mg de Ca e 20 mg de P (na forma de fosfato de célcio), que
quando fornecidos em niveis inadequados na dieta podem provocar ma qualidade de casca
com altos indices de quebra (LIGEIRO, 2007).

O nivel de energia das racGes também é importante, estando relacionado ao ganho de
peso das aves, tamanho do ovo e eficiéncia alimentar, sendo que poedeiras na fase de
producdo possuem controle da ingestdo calorica por meio da variagdo do consumo de ragéo.
Ja o nivel protéico tem influéncia principalmente no tamanho do ovo, sendo que 0 consumo
extra de 1 g de proteina resulta em aumento de 1,4 g no peso dos ovos (BERTECHINI, 2013).
Assim faz-se necessario, para poedeiras, 0 ajuste dos niveis nutricionais para que assim haja
méaxima producdo com o menor ganho de peso das aves.

As enzimas ex0genas sao substancias proteicas que tém a capacidade de auxiliar na
degradacdo de componentes especificos presentes nos alimentos. Elas atuam por meio de
alguns mecanismos, ligando-se a um substrato especifico e formando complexos enzima-
substrato. A enzima protease tem como substrato as proteinas, obtendo efeito de degradacéo
mais eficiente das proteinas presentes nos vegetais pelo organismo dos animais. Ja a enzima
fitase apresenta o acido fitico como substrato, proporcionando melhor utilizacdo do fésforo
presente nos vegetais (JUNQUEIRA et al., 2013).

Diversos estudos com fitases produzidas por fungos foram iniciadas em 1962, mas
somente a partir de 1991 é que a fitase obtida por meio da fermentacdo por Aspergillus niger
foi comercialmente produzida e utilizada na nutricdo animal (SELLE; RAVINDRAN, 2008).
O desenvolvimento de enzimas exdgenas tem como objetivo principal a complementacéo das
enzimas enddgenas ja produzidas no trato gastrointestinal, removendo ou hidrolisando o0s
fatores antinutricionais dos ingredientes de forma a aumentar a digestibilidade de nutrientes.
O fésforo (P) por exemplo, é absorvido pelas aves na forma de ortofosfato e, assim, a
utilizagdo de P presente no fitato por monogastricos depende em grande parte da capacidade
das enzimas em hidrolisa-lo e torna-lo disponivel para utilizacdo pelo animal
(AUGSPURGER et al, 2003).
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O intestino delgado dos animais monogéastricos possui capacidade limitada em
hidrolisar o fitato (IQBAL; LEWIS; COOPER, 1994), devido a baixa populacdo microbiana
na parte superior do trato digestivo (FERREIRA; LOPES, 2012) e produg&o néo significativa
de enzimas enddgenas para aproveitar o fosforo na forma de fitato. Assim é necessario a
suplementacdo com outras fontes de fésforo inorganico nas dietas para suprir as exigéncias
das aves. Com isso, a utilizagdo da enzima fitase apresenta-se como alternativa econdmica na
producdo de ragdes para animais monogastricos, pois diminui a inclusdo de outras fontes de
fosforo, como o fosfato bicalcico que possui custo elevado de comercializacdo, otimizando os
custos de producdo (MULLANEY; ULLAH, 2003). Além disso, melhora a disponibilidade e
0 aproveitamento dos nutrientes, aumentando os indices zootécnicos e reduzindo a excrecao
de fésforo dietético e outros componentes presentes nas excretas das aves, evitando a

contaminacdo ambiental.

2.3 Fitato ou acido fitico (hexafosfato de inositol)

De acordo com Bertechini (2013), 2/3 do fosforo presente nos ingredientes de origem
vegetal estdo indisponiveis para as aves, sendo que sua biodisponibilidade varia de acordo
com o teor de &cido fitico presente no alimento. Esse mineral, tem grande importancia na
alimentacdo de poedeiras, pois é componente essencial na formacdo Ossea, na producdo e
qualidade dos ovos.

O é&cido fitico € a combinacdo do fésforo com o inositol, um composto organico com
grande potencial de complexacdo, que diminui a solubilidade e a digestibilidade dos
nutrientes. Este composto esta presente nos grdos de vegetais, cereais e oleaginosas, e €
utilizado como reserva pelas plantas como principal forma de armazenamento de fésforo
(ZENG et al., 2011). O acumulo do fitato ocorre durante o amadurecimento dos gréos e
sementes, juntamente com substancias de armazenamento, tais como amido e lipideos
(ALVES, 2014) e sua concentracdo no vegetal pode variar de 1 a 5% (LEI; PORRES, 2003).

O éacido fitico apresenta em sua estrutura seis grupos fosfato em uma Unica molécula
de carbono e sob pH neutro esses grupos apresentam atomos de oxigénio carregados
negativamente. Dessa forma, cations sdo capazes de se ligar fortemente entre dois grupos
fosfato, ou de forma mais fraca a um grupo fosfato (FRANCESCHINA et al., 2016). Sua
formula molecular é CeH18024Ps (hexafosfato de inositol) e esta representada na figura a

sequir:
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Figura 2- Estrutura molecular do acido fitico (fitato).

Fonte: Faria et al. (2006).

O fitato, por ser um anion reativo, ao se ligar com minerais (Ca, P, Zn, Mg, Cu) forma
sais insollveis tornando-se mais resistente ao processo de digestdo, indisponibilizando esses
nutrientes para utilizacéo pelas aves (SINGH, 2008). O mesmo ainda pode formar complexos
com proteinas e enzimas enddgenas (tripsina, quimiotripsina e amilase), inibindo sua
atividade no trato gastrointestinal, diminuindo a digestibilidade de carboidratos e proteinas
devido ao fato de se quelatar com o calcio que seria utilizado na atividade dessas enzimas
(LIGEIRO, 2007; YU et al., 2012). Em pesquisa realizada com poedeiras, onde houve
reducdo nutricional das dietas (nivel de proteina bruta de 17 % para 15 % e nivel de energia
metabolizavel de 2900 Kcal/Kg para 2800 Kcal/kg), De Lima et al. (2010) observaram que a
producdo de ovos das aves ndo foi influenciada quando as dietas foram suplementadas com
600 FTU/Kg de enzima fitase.

A interferéncia do fitato na digestibilidade de aminoécidos se da pelo fato desse
composto possuir carga negativa e assim interagir com aminoacidos basicos, como por
exemplo, a lisina, histidina e arginina formando o complexo proteina-fitato quando o pH do
estdbmago apresentar-se menor que o ponto isoelétrico das proteinas. Outra constatacdo € que
o fitato induz aumento no fluxo de aminoécidos enddgenos por estimular a secrecdo de
mucoproteinas gastrointestinais, e assim ocorre maior perda de aminoacidos (RIBEIRO
JUNIOR et al., 2015).

O Zinco (Zn) é um dos minerais mais vulneraveis a formacdo de complexo com o
fitato. A presenca de Ca?* agrava esse efeito, proporcionando estabilidade na formagéo do
complexo altamente insollvel (fitato-Ca-Zn), no intestino delgado, onde ocorre maior
absorcdo de minerais (FRANCESCHINA et al., 2016). Este é um efeito de muitos cations
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bivalentes (OBERLEAS; HARLAND, 2010), porém o Ca?* é normalmente o cation bivalente
de maior concentracdo na dieta sendo assim o mais provavel de estar envolvido na formacéo
de complexos com o fitato (RIBEIRO JUNIOR et al., 2015).

Outro mineral geralmente indisponivel pela atuacio do fitato é o ferro (Fe®")
(NIELSEN; TETENS; MEYER, 2013). O fitato pode se complexar com ferro para formar o
fitato monoférrico, que € sollvel em agua. Porém ha possibilidade do fitato se quelatar com
quatro ions Fe®*, formando o fitato tetraférrico que ndo é solivel em agua, indicando que
existem diferencas na biodisponibilidade do ferro e na solubilidade dos diferentes complexos
(NIELSEN; TETENS; MEYER, 2013). De acordo com Cao (1996), poedeiras possuem maior
necessidade de Fe, sendo que a quantidade depositada em cada ovo (1,5 mg) representa 25%

das reservas presentes no figado.

2.4 A enzima fitase

A enzima mio-inositol hexafosfato fosfohidrolase, mais conhecida como fitase, pode
ser encontrada em alguns tecidos animais, plantas e nos microorganismos. Geralmente o0s
vegetais contém alguma atividade de fitase, porém quando esses ingredientes sdo adicionados
as racOes e submetidos ao processo de peletizacdo ocorre perda de atividade catalitica devido
a desnaturacdo térmica da enzima. Com isso, a fitase obtida por origem microbiana € mais
adequada para producdo, principalmente em escala comercial devido ao fato de ser mais
estavel a variagdes no pH e temperatura. Segundo Lei e Porres (2003), a termoestabilidade é a
capacidade da enzima em resistir a desnaturacdo térmica e/ou retornar a sua conformacao
tridimensional original ap6s processamento térmico.

A fitase exdgena é produzida por meio da utilizacdo de bactérias, leveduras e fungos
principalmente do género Aspergillus niger (COSTA et al, 2007). Para a producdo da enzima,
podem ser utilizados dois tipos basicos de fermentacdo, a fermentacdo submersa e a
fermentacdo em estado solido. A atividade da enzima é expressa em FTU (unidade de fitase
ativa), e definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar um micromol de
fosforo inorganico, em um minuto, em substrato de sodio fitato, a temperatura de 37°C e pH
5,5 (Yl; KORNEGAY; DENBOW, 1996).

As enzimas podem ser classificadas de acordo com a preferéncia inicial de hidrdlises:
no carbono 3, chamada enzima 3-fitases; no carbono 6, enzima 6-fitases e no carbono 5,
enzima 5-fitases (BEDFORD; PARTRIDGE, 2010). De acordo com o pH sédo classificadas
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como &cidas (pH 3 a 6) e alcalinas (pH 5,5 a 8), porém existem algumas fitases com grande
amplitude de pH, variando de 3 a 8 (BERTECHINI, 2013). Com base no mecanismo
catalitico, podem ser referidas como fitases 4cido histidina (HAPhy), B-hélice fitases
(BPPhy), fitases de cisteina (CPhy) ou fitases acido “purple” (PAPhy) (MULLANEY,
ULLAH, 2003). Essas classificaches sdo importantes pois definem o uso das enzimas de
forma mais eficiente, para que atuem em determinado segmento do trato gastrointestinal e
espécie animal.

De acordo com pesquisas, a suplementacdo com a enzima fitase pode aumentar em
33% o fosforo disponivel de ingredientes vegetais (BERTECHINI, 2013). Segundo Borman,
Bertechini e Fialho (2001) e Vieira e Bertechini (2001), o uso de fitase sendo 300 FTU/kg em
racbes para poedeiras de segundo ciclo, economizou 0,1% de fosforo disponivel na dieta,
correspondendo a 5,5 kg/t de fosfato bicalcico (18% Pd).

A efetividade da fitase € comprovada, porém sua eficacia depende de fatores como:
idade das aves, ingredientes da racdo e composicdo da dieta, principalmente o nivel de célcio
e a relacdo calcio:fosforo sdo cruciais para a eficacia da fitase (ANGEL et al., 2002). A forma
de fornecimento do Ca também pode interferir na atividade da fitase, ja que o calcario possui
capacidade de complexar prétons presentes no meio luminal, como resultado, o pH da digesta
no intestino proximal é elevado tornando o meio mais alcalino (SELLE; RAVINDRAN,
2007).

Em pesquisa realizada por Gutiérrez et al. (2011) foi observado que a suplementacéo
da enzima fitase em dietas a base de farelo de soja e sorgo, com reducéo do nivel energético
da racdo, as aves apresentaram massa de ovos superior quando comparadas as aves do
tratamento onde nao houve adicdo da enzima.

Em estudo conduzido por Lei et al. (2011), foi observado que quando foram utilizadas
dietas com reducdo de energia, proteina e adicdo da enzima fitase, poedeiras da linhagem
Lohmann no periodo de 56 a 76 semanas de idade, apresentaram menor taxa de mortalidade e
maior producdo de ovos, assemelhando-se aos resultados observados para aves que receberam
racdes do tratamento controle positivo, onde ndo houve adi¢do da enzima fitase.

De acordo com Bertechini (2013) a fitase melhora a digestibilidade dos aminoacidos
em torno de 2 a 3% devido a capacidade de realizar a hidrélise dos complexos de fitato
liberando os nutrientes retidos (Figura 3), que podem ser absorvidos no intestino das aves. A
mesma enzima ainda é eficaz na liberacdo do fosforo da estrutura anelada do fitato e aumenta

a biodisponibilidade de cations bivalentes (Ca, Mg, Zn, Mn, Fe). A partir do momento em que
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ha liberacdo do fosforo dos quelatos, pode ocorrer aumento de 0,2% da digestibilidade do
calcio dietético, implicando em reducdo na suplementacéo desse ingrediente na racdo. Assim
ha tambeém maior retencdo de fosforo no trato gastrointestinal minimizando em até 30% a

quantidade excretada, reduzindo o impacto ambiental.

OPOsHy ™ 0po,ir

Figura 3 - Hidrolise do fitato pela fitase em inositol e minerais.

Fonte: Lei e Porres (2003).

Em estudo realizado por Silversides e Hruby (2009), foi observado reducéo
proporcional de 34 e 47 kcal/kg de energia metabolizavel aparente, 0,18 e 0,21% na proteina
bruta, 0,12 e 0,15% de Pd quando poedeiras com 30 semanas de idade receberam dietas com
suplementacdo de fitase 300 e 600 FTU/Kg respectivamente. Os mesmos concluiram que a
utilizacdo da fitase proporciona beneficios adicionais em relacdo a disponibilizacdo de outros
nutrientes além do fosforo, especialmente energia e proteina. No mesmo estudo ndo foi
observado efeito sobre a producéo de ovos das aves alimentadas com racdo formulada com a

matriz nutricional da enzima em relagéo ao tratamento controle positivo.

2.5 A enzima protease

As proteinas possuem grande importancia no desenvolvimento das aves, porém sua
utilizacdo em ragdes representa alto custo. Assim, o objetivo da inclusdo de enzimas exdgenas
como a protease na racao, é reduzir a quantidade de proteina bruta da dieta sem interferir no
desempenho zootécnico (YU et al, 2012). Além disso, a suplementacdo com protease

apresenta-se como ferramenta essencial utilizada na avicultura, para buscar maximo
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desempenho das aves e reduzir a emisséo de poluentes no meio ambiente, principalmente por
meio das excretas das aves.

Embora as proteinas presentes principalmente no farelo de soja apresentem alta
digestibilidade, o ingrediente em questdo também contém fatores antinutricionais (inibidores
de proteases). Dessa forma, a utilizacdo da enzima protease facilita a degradacdo dos
complexos proteicos e proporciona melhor aproveitamento de aminoacidos (ROSTAGNO et
al., 2011).

As proteases podem ser extraidas de diversos organismos, incluindo bactérias, fungos,
leveduras, tecidos de mamiferos e de plantas. Porém, grande proporcdo das proteases
disponiveis comercialmente séo derivadas principalmente de linhagens de Bacillus, por serem
estes organismos produtores de quantidade substancial de protease extracelular (LADEIRA et
al., 2010). A producdo de enzimas em escala industrial é realizada por meio de processo
fermentativo, submerso ou em estado solido. O bioprocesso submerso é mais utilizado devido
ao cultivo de microorganismos ser mais facil, garantindo homogeneidade do meio e facilidade
no controle do processo. Porém, a desvantagem é que possui maior facilidade de
contaminacdo devido a alta atividade de agua e possibilidade de desenvolvimento de
bactérias, leveduras e fungos (LIMA et al., 2001).

As proteases exdgenas normalmente atuam em sitios especificos (BERTECHINI,
2013) e tem como funcdo catalisar a clivagem de ligacdes peptidicas de proteinas em
moléculas menores (peptideos) para facilitar a absorcao pelas células (WISEMAN, 1991).

As proteases podem ser classificadas de acordo com o tipo de reacdo catalisada,
natureza quimica do sitio catalitico e reacdo evolucionaria em conformidade com a estrutura
(VERMELHO et al., 2008). Estas sdo classificadas em endopeptidases ou exopeptidases,
guando atuam na por¢do interna ou externa das cadeias polipeptidicas, respectivamente.
Dentro do grupo das exopeptidases, ha um subgrupo, aminopeptidases que agem na regido N-
terminal e carboxipeptidases na regido C-terminal da proteina. As carboxipeptidases ainda sdo
subdivididas em serina, metalo e cisteina-carboxipeptidases. J& o grupo das endopeptidases €
composto por serina, cisteina, aspartico, metalo e treonina-endopeptidases (SILVA, 2013). De
acordo com a faixa de pH podem ainda ser classificadas em alcalinas (pH 8 a 13), acidas (pH
2 a 6) ou neutras (pH 6 a 8).

As proteases representam 60% do mercado mundial de enzimas, sendo 40% referente
as proteases de origem microbiana (JOHNVESLY; NAIK, 2001), ja que as originarias de

plantas e animais ndo atendem a demanda industrial. A produgdo microbiana de enzimas,
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especificamente proteases, atingiu maior porcentagem de exportacdo do que importacgéo,
devido ao desenvolvimento de tecnologias que impulsionaram a utilizagcdo desse produto na
nutricdo animal (BRASIL, 2012). Além disso é beneficiada pelo seu pequeno tempo de
geracdo, pela diversidade e facilidade de manipulacéo fisiologica e genética desses seres vivos
(VERMELHO et al., 2008).

A inclusdo de enzimas na dieta das aves tem se tornado cada vez mais comum, porém,
apesar de varios estudos cientificos com fitases e proteases, ainda existem duvidas dos efeitos
das novas enzimas que sdo constantemente lancadas no mercado. Isso implica no

desenvolvimento de novos trabalhos para efetivar o uso e melhorar atividade das mesmas.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucao

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisa e Tecnologia Avicola (CPTA),
localizado na BR 265 Km 344, no municipio de Lavras, regido sul do estado de Minas Gerais.
Nas coordenadas geogréaficas: latitude 21°14°30 (S), longitude 45°00°10>* (O) e 910 metros
de altitude. As temperaturas medias registradas no periodo experimental foram de 27,8 °C

(max) e 15,7 °C (min), ja para umidade relativa, 74% (max) e 40% (min).

3.2 Animais e instalagdes

As aves foram alojadas em galpdo convencional de postura, coberto com telha de
zinco, apenas com ventilagdo natural, orientado no sentido leste-oeste com as duas faces
totalmente fechadas de alvenaria, e as faces norte-sul fechadas com tela e cortinas moveis.

A instalacdo possui duas baterias de gaiolas com trés andares cada, dispostas no
sentido do comprimento do galpdo e esteira automatica para coleta de excretas. O
arracoamento e a coleta de ovos foi realizada de forma manual.

As gaiolas sdo de arame galvanizado, nas dimensdes de 75 cm de frente x 63 cm de
profundidade x 50 cm de altura, equipadas com bebedouro tipo nipple e comedouro tipo calha
individualizados.

Utilizou-se 420 poedeiras leves da linhagem Lohmann LSL Lite com 30 semanas de
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idade no inicio do experimento, submetidas a regime de alimentacdo e agua a vontade. As
aves foram alojadas em 42 gaiolas, com 10 aves cada, conferindo uma densidade de 472,5
cm?/ave, sendo cada gaiola considerada uma unidade experimental.

O programa de iluminagéo adotado foi de acordo com as recomendagdes do manual da
linhagem (GUIA DE MANEJO LOHMANN LSL-LITE), para aves com 30 semanas de
idade, sendo que utilizou-se 16 horas de luz com intensidade luminosa de 10 lux,

complementando a iluminag&o natural.

3.3 Manejo experimental

Anteriormente ao inicio do experimento, as aves foram pesadas e ap0s a obtencéo do
peso médio foi verificada a uniformidade do lote (86%) e as mesmas distribuidas nas
unidades experimentais padronizadas por peso e submetidas ao mesmo manejo.

O fornecimento de ragéo foi realizado duas vezes ao dia, sendo no periodo da manha
as 8 horas e no periodo datarde as 17 horas.

A coleta de ovos foi realizada diariamente no periodo da tarde apds o fornecimento da
racdo, onde em planilha especifica foi registrado o nimero de ovos classificados como:
integros, quebrados, trincados, deformados (enquadravam-se nessa categoria ovos de casca
porosa, formatos irregulares e muito pequenos ou grandes), sem casca, sujos de excretas ou de
sangue.

Diariamente também foi anotada em planilhas a mortalidade das aves e realizada a

pesagem da racdo para correcao do calculo de consumo de ragdo e conversdo alimentar.

3.4 Delineamento e tratamentos experimentais

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com seis

tratamentos (Tabela 1) e sete repeti¢cbes, com 10 aves por unidade experimental.
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Doses de Enzima

Niveis Nutricionais

Trat Descricéo (g/Ton)
Protease! Fitase? EM PB (%) Ca(%) Pd(%)
1 Controle Positivo (CP) - - 2800 16,800 3,770 0,350
. 3,620 0,200
2 Controle Negativo 1 (CN1) - - 2750 16,165 (:015) (-0.15)
CN1 + Dose 1 de 60 3,620 0,200
3 fitase + protease 125 aoorTukg 270 18165 (515 (0,15)
CN1 + Dose 2 de
. 120 3,620 0,200
4 fitase + 125 600FTU/Kg 2750 16,165 (:015) (-0.15)
protease
5 Controle Negativo 2 (CN2) - - 2780 16,165 3,770 0,350
6 CN2 + protease 125 - 2780 16,165 3,770 0,350

ITecmax Pro FC - Tectron, 2Sunphase P6 P5000 - Tectron

3.5 Dietas experimentais

As ragdes foram formuladas a base de milho e farelo de soja seguindo as

recomendacdes nutricionais de acordo com o manual da linhagem e com as modificacdes

necessarias para o melhor desempenho das aves (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicéo das racdes experimentais.

CP CN1 CN1+ CN1+ CN2 CN2+
ENZ1 ENZ2 ENZ
Milho 7,88% 61,5078 62,9823 62,9823 62,9823 64,2893 64,2791
Farelo de Soja 46% 25,6491 24,0147 24,0147 24,0147 23,7688 23,7688
Caulim 0,5288  2,1066  2,0881 2,0821 0,4851 0,4851
Sal comum 0,4184 0,4311 0,4311 0,4311 0,4181 0,4181
Calcario Calcitico 38% 8,9950  9,0150  9,0150  9,0150 9,0000 9,0000
Fosfato monobicélcico 1,2700 0,5200  0,5200  0,5200 1,2850 1,2850
Oleo Soja 1,1955 0,5000 0,5000  0,5000 0,3203 0,3203
DL-Metionina 99% 0,1350 1,2520 1,2520 1,2520 1,2380 1,2380
L-Lisina 80% 0,0000 0,0510 0,0510 0,0510 0,0960 0,0960
Cloreto de Colina 60% 0,0500  0,5000  0,5000  0,5000 0,5000 0,4770
Adsorvente 0,1000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
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Tabela 3 - Composigéo das racdes experimentais. (“continua™)

CP CN1 CN1+ CN1+ CN2 CN2+
ENZ ENZ2 ENZ
Protease! 0,0000 0,0000 0,0125 0,0125 0,0000 0,0125
Fitase? 0,0000 0,0000 0,0060 0,0120 0,0000 0,0000
Premixe Mineral 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500 0,0500
Premixe Vitaminico 0,1000  0,1000 0,1000 0,1000 0,1000 0,1000
Total 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000 100,000
Niveis nutricionais

EM Aves, kcal/kg 2.800 2.750 2.800 2.800 2.775 2.800
En. Enzi. Aves, kcal/kg 0,000 0,000 50,000 50,000 0,000 25,000
Proteina Bruta, % 16,800 16,165 16,165 16,165 16,165 16,165

Proteina Enzimatica, % 0,000 0,000 0,635 0,635 0,000 0,635
Proteina Disp Total, % 16,800 16,165 16,800 16,800 16,165 16,800

Gordura Bruta, % 3,624 2,958 2,958 2,958 2,822 2,821
Fibra Bruta, % 2,982 2,908 2,908 2,908 2,922 2,922
Célcio Disp Total, % 3,770 3,625 3,625 3,625 3,770 3,770
Fosforo Total, % 0,540 0,386 0,386 0,386 0,537 0,537

Fésforo Disponivel, % 0,350 0,200 0,200 0,200 0,350 0,350
Met+Cist Dig. Aves, % 0,627 0,602 0,627 0,627 0,602 0,627
Treonina Dig. Aves, % 0,550 0,528 0,550 0,550 0,528 0,550
Triptofano Dig. Aves, % 0,182 0,174 0,180 0,180 0,173 0,179

Lis:M+C Aves, % 0,794 0,798 0,795 0,795 0,798 0,795
Lis:Tre Aves, % 0,696 0,701 0,697 0,697 0,700 0,697
Lis:Tri Aves, % 0,231 0,231 0,228 0,228 0,230 0,227
Colina Total, g/kg 0,135 0,131 0,130 0,131 0,131 0,130
Saodio, % 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200
Cloro, % 0,309 0,317 0,317 0,317 0,311 0,311
Na+K+Cl, g/kg 17,881 16,830 16,840 16,830 16,990 17,000

1Tecmax Pro FC - Tectron, 2Sunphase P6 P5000 - Tectron

3.6 Procedimento experimental

Foram avaliados o desempenho produtivo e a qualidade dos ovos em trés periodos de
21 dias, totalizando 63 dias experimentais. As medidas de desempenho produtivo analisadas
foram: producéo de ovos (POV), peso médio dos ovos (PO), consumo de racdo/ave/dia (CR) e
conversao alimentar (CA) kg/dz e kg/kg. Ja para qualidade dos ovos, as variaveis analisadas
foram a espessura de casca (EC), a unidade Haugh (UH), o peso especifico (PE) e coloragdo

da gema.
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3.6.1 Variaveis analisadas para desempenho produtivo

A POV expressa em porcentagem foi contabilizada diariamente ao final da tarde
realizada com base no nimero total de ovos produzidos no dia dividido pelo niumero total de
aves alojadas por unidade experimental.

O PO foi obtido pela coleta e pesagem apenas dos ovos integros de cada unidade
experimental, produzidos no Gltimo dia de cada periodo de 21 dias sendo o peso total dividido
pelo nimero de ovos coletados.

O CR foi realizado ao final de cada periodo experimental, ap6s o recolhimento das
sobras de racdo nos comedouros calculado por diferenca entre o peso inicial da ragéo
fornecida e a sobra de racdo, e esse valor foi dividido pelo namero de dias do periodo e pelo
namero total de aves alojadas por unidade experimental.

A CA (kg/dz) foi calculada por meio do consumo de ragéo total da parcela dividido
pelo nimero de ddzias de ovos produzidas no periodo. Ja para a CA (kg/kg) considerou-se o
consumo de racdo total dividido pela massa de ovos, que € calculada pela multiplicacdo da

porcentagem de postura pelo peso médio dos ovos.

3.6.2 Variaveis analisadas para qualidade dos ovos

As medidas de qualidade dos ovos foram realizadas utilizando-se apenas 0s 0vos
integros de cada unidade experimental, produzidos no Gltimo dia de cada periodo de 21 dias.
Esses ovos foram pesados e em seguida encaminhados ao Laboratério de Qualidade de Ovos
do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras para a realizacdo das
analises de qualidade.

Para determinacdo do PE utilizou-se baldes com solucdo salina (H2O +NaCl) com
densidade entre 1,048 a 1,100 g/cm3 aferidos por meio da utilizacdo de densimetro e variacdo
de 0,004 g/cm? de um balde para o outro, organizados em ordem crescente. Individualmente,
0s ovos integros foram mergulhados no balde com a solucdo de menor densidade, se 0s
mesmos afundassem eram retirados e mergulhados no proximo balde, e assim por diante até
gue os mesmos flutuassem onde anotava-se em planilhas o valor da densidade. O valor final
da densidade foi obtido por meio de médias ponderadas levando-se em consideragdo o

namero de ovos pertencentes a cada densidade especifica.
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Posteriormente foram selecionados trés ovos (peso médio com desvio padrdo de 5 %
de variacdo) de cada unidade experimental e submetidos a quebra sobre mesa com superficie
plana de vidro, realizando-se as seguintes medidas: altura de albimen, altura e didmetro de
gema (em milimetros), por meio de micrdmetro para determinar a altura e paquimetro para
determinar o didmetro. E também realizada a avaliacdo da coloracdo da gema por meio de
leque de cores (variacdo de 1 a 16 tons). A casca dos ovos quebrados e analisados foram
lavadas com &gua e secas ao ar por 72 horas, em seguida, pesadas individualmente em balanca
de precisdo e feita a mensuracdo de espessura de casca em trés pontos distintos por meio de
micrémetro.

Os valores de Unidade Haugh (UH) foram obtidos por meio da equacdo proposta por
Nesheim (1979):

_ . « 037 )
UH =100log (A + 757 = L7*W™) " nde: H= altura de albGmen (mm)

W= peso do ovo (g).

3.7 Analises Estatisticas

Ao final do periodo experimental, os dados foram tabulados e analisados por meio de
andlise de variancia (ANOVA) utilizando o pacote computacional SAS (2002), considerando-
se 0s periodos de avaliacdo como sub-parcela e o periodo total experimental. A comparagéo

dos tratamentos foi realizada utilizando o teste de SNK ao nivel de 5% de probabilidade.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de desempenho produtivo das poedeiras de acordo com 0s tratamentos
estudados estdo apresentados na Tabela 3. Nao foram observadas diferencas (P>0,05) para o
CR das aves que receberam dietas controle positivo e negativo quando comparado aos
tratamentos onde houve inclusdo de enzimas. Estes resultados estdo de acordo com a
pesquisa realizada por Ferreira et al. (2015), onde houve associacdo de carboidrases e fitase
em dietas valoradas para poedeiras leves com 35 semanas de idade, em que também néo foi
observada influéncia dos tratamentos sobre o0 consumo de racdo das aves. No mesmo estudo,
0 autor ndo observou efeito dos tratamentos sobre a porcentagem de postura, diferindo

portanto dos resultados encontrados no presente estudo, onde foi observado que a incluséo
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das enzimas fitase e protease proporcionaram aumento na POV (%) quando comparada a
percentagem de postura das aves que receberam dietas CN1 e CN2, respectivamente.

De acordo com Franceschina (2016), em pesquisa com inclusdo de diferentes
combinacdes de fitase, fitase + xilanase em dietas para poedeiras leves, também ndo foram
observadas diferencas significativas para CR quando comparados aos tratamentos com

adicdo de enzimas, controle negativo e positivo.

Tabela 3 - Desempenho produtivo das poedeiras de acordo com 0s tratamentos.

Tratamentos CR! glaveld POV' % CA', kg/kg CA', kg/dz
P 106,4 945a  1,801ab 12882
CN1- matriz fitase 107,0 90,8ab  1,883b 1,387 b
CN1 + fitase 60g + proteasel25¢ 105.3 95.7 a 1,793 ab 13032
CN1+ fitase 120g + protease 1259 105.1 94,9 a 17542 12942
CN2 - matriz protease 106,3 88,5 b 1,880 b 1,353 ab
CN2 + protease 125¢ 104,8 95,7a 1,788 ab 1,306 ab
P-valor 0,256 0,0368 0,0458 0,0331
CV,% 2,85 3,24 3,06 3,54
*Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, diferem estatisticamente pelo teste SNK

(p<0,05).
'CR- consumo de ragéo; POV- producéo de ovos; CA- conversdo alimentar.

Os resultados do desempenho das poedeiras Lohmann LSL Lite, durante os trés
periodos de avaliacdo indicam efeitos (P<0,05) tanto da enzima fitase como da enzima
protease. Em relacdo a enzima fitase, houve recuperacdo do fosforo disponivel (Pd) e do
Célcio (Ca), considerado na matriz da fitase. A utilizacdo da fitase ao menor nivel de inclusao
(60 gft), correspondendo a 300 FTU/kg de racdo, recuperou o desempenho produtivo das aves
(porcentagem de postura e CA (kg/kg e kg/dz)) comparado aos valores observados para o
tratamento controle negativo (CN1), com reducéo de 0,15% de Pd e de 0,15% de Ca.

Esses resultados estdo de acordo com os resultados encontrados por Ferreira et al.
(2015), que também observaram efeito dos tratamentos sobre a CA por massa de ovos (kg/kg)
quando as aves receberam dietas com suplementagdo de 100 g/t de carboidrases e 30 g/t de
fitase. Em pesquisa realizada por Viana et al. (2009), onde foram utilizadas dietas com
suplementacdo de fitase para poedeiras com 24 a 36 semanas de idade, 0os mesmos

observaram efeito significativo para CA por massa de ovos, sendo que o CP e os CN + fitase
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(200, 400, 600 FTU/kg) apresentaram melhores resultados quando comparados ao CN (com
reducdo de Pd), corroborando com os resultados obtidos na presente pesquisa. Entretanto, no
estudo de Viana et al. (2009), os mesmos ndo observaram diferenca (P>0,05) entre os
tratamentos para os resultados de CA por ddzia de ovos, diferindo portanto, do presente
estudo em que houve efeito (P<0,05) dos tratamentos sobre a CA (kg/dz).

Para maior nivel de utilizacdo de fitase (120 g/t), correspondendo a 600 FTU/kg de
racao, os resultados observados foram semelhantes ao menor nivel de uso da enzima (60 g/t),
indicando que a suplementacdo da fitase promoveu bons resultados para o desempenho das
aves ndo sendo necessaria a utilizagdo de dosagens em niveis superiores da enzima na ragéao.

Em relacdo a utilizacdo de forma isolada da enzima protease (125 g/t), verificou-se
que houve diferenca (P<0,05) na CA kg/kg e POV (%), que foram melhoradas em relacdo a
esses parametros de desempenho observados em aves que receberam dietas controle negativo
(CN2), com a reducdo indicada na matriz da protease. Em pesquisa realizada por Rosario et
al. (2018), onde foram utilizadas dietas com incluséo de protease (250 g/t) para poedeiras com
75 a 86 semanas de idade, também foi observado diferenca (P<0,05) na POV e CA (kg/kg e
kg/dz) quando comparadas a dieta controle negativo (sem inclusdo de enzimas). Os resultados
observados na pesquisa de Rosario et al. (2018) estdo de acordo com os resultados da presente
pesquisa podendo ser explicado pelo fato de que a inclusdo da enzima protease aumenta a
disponibilidade de aminoacidos para absorcao, havendo assim maior sintese de proteinas.

Né&o houve diferenca (P>0,05) para o PO, UH, cor e PE dos ovos (Tabela 4).

Tabela 4 - Qualidade de ovos das poedeiras de acordo com os tratamentos.

Tratamento PO’ g EC!,mm UH' Cor PE g/cm?

cp 62,55 0,355 ab 91,83 59 1,0854
SRR 6308  0360ab 9167 53 1,0856
CN1 + fitase 60g + proteasel25¢ 62,45 0,363 ab 91,09 56 1,0854
CNL1+ fitase 120g + protease 1259 63,01 0,356 ab 90,82 57 1,0852
CN2 - matriz protease 6236  0370a 9030 57 1,0847
CNZ2 + protease 125¢ 62,83 0,349b 91,30 5,7 1,0859
P-valor 0,356 0,0486 0,245 0,156 0,298

CV,% 2,31 5,57 4,22 6,06 0,13

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente pelo teste SNK (p<0,05).
PO- peso do ovo; EC- espessura de casca; UH- unidade Haugh; PE- peso especifico.
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A EC foi influenciada pelos tratamentos (P<0,05), onde foram verificados valores
superiores dessa variavel nos ovos das aves que receberam dietas com adicdo da enzima fitase
e para aquelas que receberam dietas controle positivo. Franceschina et al. (2016) observaram
maior porcentagem de casca dos ovos quando as dietas foram suplementadas com fitase 1300
FTU/kg, e afirmaram que a fitase auxilia na manutencéo da qualidade da casca dos ovos.

De acordo com pesquisa realizada por Suckeveris (2015), as aves que receberam
dietas suplementadas com protease sem reducdo de proteina bruta e metionina + cistina
produziram ovos com maior peso em comparacao as dietas isentas de protease. Ja em racoes
onde houve incluséo de protease, o PO foi semelhante aos ovos das aves que receberam dietas
com reducdo de uma vez (1x) a valoracdo da protease. 1sso ocorreu possivelmente devido a
melhora na digestibilidade dos aminoacidos da dieta, uma vez que a metionina € o primeiro

aminodcido limitante e que possui influencia direta sobre o peso dos ovos.

Vieira e Bertechini (2001) observaram que quando houve suplementacdo com
diferentes niveis de fitase na racdo, houve aumento linear na UH a medida que foi aumentado
0 nivel de fitase, o que difere do presente estudo em que a UH foi semelhante entre os
tratamentos experimentais.

Brunelli et al. (2012) ndo observaram diferencas para PE, assumindo que quanto maior
o teor de Ca na dieta das aves ha melhoria no PE dos ovos. Houve contradi¢do dos resultados
obtidos na presente pesquisa quando comparados com 0 autor citado anteriormente, pois 0
tratamento onde houve adicdo somente de protease apresentava também maior teor de Ca do
que as demais dietas experimentais, porém ndo houve diferenca para o PE dos ovos. Isso pode
ser explicado devido ao fato de que a atuacdo da protease utilizada de forma isolada (sem
associacdo com fitase), ndo disponibilizou a quantidade suficiente de Ca, que poderia estar

complexado na molécula do fitato.

5 CONCLUSAO

A utilizacdo de 300 FTU/kg na racdo liberou a matriz considerada da fitase, com
reducdo de 0,15 % de P e 0,15 % de Ca.

A utilizacdo da enzima protease (125 g/t de ragdo) na forma isolada, recuperou a
producdo de ovos e a conversdo alimentar (kg/kg e kg/dz), suprindo a exigéncia de

aminoacidos das aves.
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