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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a combinacdo de diferentes complexos enzimaticos
disponiveis no mercado sobre o desempenho animal, digestiblidade dos nutrientes de racdo a
base de milho e soja e sobre as caracteristicas bioquimicas destes complexos. Foram
realizados trés experimentos, no primeiro foi utilizado um delineamento inteiramente
casualisado com 7 tratamentos e 6 repeticdes, sendo 30 aves por repeticdo, um total de 1260
aves com um dia de idade. Os tratamentos utilizados foram, tratamento 1: Dieta basal ou
tratamento controle; tratamento 2: Dieta Basal com adi¢do de Complexo A (fitase, protease,
xilanase, R-glucanase, celulase, amilase, pectinase) + Complexo B (protease e celulase);
tratamento 3: Dieta Basal com adi¢cdo de Complexo A + Complexo B + Enzima A (o-
galactosidase); tratamento 4: Dieta Basal com adi¢do de Complexo A + a-galactosidase;
tratamento 5: Dieta Basal com adicdo de Complexo C (xilanase, amilase, protease) + Fitase B
e o-galactosidase; tratamento 6: Dieta Basal com adi¢cdo de Complexo C + Fitase C + a-
galactosidase; tratamento 7: Dieta Basal com adigdo de Complexo C + Fitase D + a-
galactosidase. Foram avaliadas as caracteristicas de desempenho e rendimento de carcaca e a
analise estatistica foi realizada pelo software R utilizando o teste de Tukey & 5% de
probabilidade. Observou-se melhoria no peso médio final, ganho de peso e conversdo
alimentar (p<0,05) aos sete dias de idade para as aves dos tratamentos 3 e 5 em relacdo as
aves dos demais grupos e para o peso médio final e ganho de peso aos 14 dias de idade. Nao
houve diferencas significativas (p>0,05) nas demais fases entre os grupos e também no
rendimento de carcaca e cortes realizados em 2 aves de cada unidade experimental aos 42 dias
de idade. O segundo experimento utilizou 112 aves com 25 dias de idade, sendo realizado a
coleta total de excreta dos 28 aos 32 dias de idade. Foi utilizado os mesmos tratamentos do
primeiro experimento. Foram realizadas analise de nitrogénio, extrato etéreo, energia bruta e
matéria seca. A partir desses dados foi realizada a analise estatistica pelo software R
utilizando o teste de Tukey & 5% de probabilidade. Ndo foram observadas diferencas
significativa (p>0,05) para 0 CMMS, CMN, EMAn, BN com a inclusdo de complexos
enzimaticos, ja para o CMEE houve diferencas significativa(p<0,05), demonstrando o0s
tratamentos 2 e 4 com maior eficiéncia em metabolizar extrato etéreo. O terceiro experimento
analisou as amostras de cada produto utilizado nos experimentos In Vivo, foram realizados
uma série de ensaios enzimaticos. A partir desses dados foi realizada a analise estatistica pelo
software R utilizando o teste de Tukey & 5% de probabilidade. Observou-se diferengas
significativas (p<0,05) para o teste de proteina total, acUcar redutor e os ensaios de B-1,3-
glucanase,xilanase, CMCase, FPase, amilase, pectinase, fosfatase acida e protease. Os
complexos A, B, C e a enzima A demonstram na maioria desses ensaios descritos as maiores
atividade enzimaticas e especificas, resultados esses que podem ser relacionados aos
resultados de desempenho encontrados nos 1 aos 7 e 1 aos 14 dias.

Palavras-Chave: aditivos, desempenho, fitase, protease, carboidrases.



ABSTRACT

The objective of study was to evaluate the combination of different enzyme complexes on
animal performance, digestibility nutrient based on corn and soybean meal and on the
biochemical characteristics of these complexes. The first experiment was used randomized
design with 7 treatments and 6 replicates, 30 birds per repetition, a total of 1,260 birds a day
old. The treatments were treatment 1: Basal diet; Treatment 2: Basal diet with addition of
complex A (phytase, protease, xylanase, beta-glucanase, cellulase, amylase, pectinase) + B
complex (protease and cellulase); Treatment 3: Basal diet with addition of complex A +
complex B + enzyme (a-galactosidase); Treatment 4: Basal diet with addition of complex A +
a-galactosidase; Treatment 5: Basal diet with addition of complex C (xylanase, amylase,
protease) + Phytase B and a-galactosidase; Treatment 6: Basal diet with addition of complex
C + Phytase C + a-galactosidase; Treatment 7: Basal diet with addition of complex C +
Phytase D + a-galactosidase. The performance characteristics and carcass yield and statistical
analysis were evaluated with the R software using the Tukey test at 5% probability. The
treatments 3 and 5 improvement in the average final weight, weight gain and feed conversion
(p <0.05) at seven days of age and the average final weight and gain weight at 14 days of age.
There were no significant differences (p> 0.05) in the other stages between the groups and the
carcass yield and cuts made in two birds from each experimental unit at 42 days old.The
second experiment used 112 birds with 25 days of age, being held the total collection of
excreta from 28 to 32 days old. It used the same treatments in the first experiment. Nitrogen
analysis was performed, ether extract, crude energy and dry matter. From these data was
performed to analyze statistically the R software using the Tukey test at 5% probability. No
significant differences were observed (p> 0.05) for the CMMS, CMN, EMAnN, BN with the
inclusion of enzyme complexes, as for CMEE significant differences (p <0.05), demonstrating
the treatments 2 and 4 with greater efficiency in metabolizing ether extract. The third
experiment analyzed the samples of each product used in In Vivo experiments were carried
out a number of enzymatic assays. These data was performed to analyze statistically the R
software using the Tukey test at 5% probability. There were statistically significant
differences (p <0.05) for the total protein assay, reducing sugar and p-1,3-glucanase assays,
xylanase, CMCase, FPase, amylase, pectinase, acid phosphatase and protease. The complexes
A, B, C and the enzyme a — gal shown in most of these assays described the specific and
higher enzymatic activity, these results that can be related to the performance results found in
the 1 at 7 and 1 at 14 days.

Key-words: additives, performance, phytase, protease, carbohydrases.



1. INTRODUCAO

A producdo de frangos de corte é extremamente dinamica, devido a diversos
avangos tecnoldgicos na area de melhoramento genético, nutricdo, ambiéncia,
sanidade e manejo. Nesse aspecto, o Brasil apresenta grande expressdo no cendrio
mundial da cadeia avicola, sendo o maior exportador mundial de carne de frango e o
segundo maior produtor, atras apenas dos Estados Unidos?.

Esses avanc¢os tecnoldgicos tém seus alicerces no sistema de integracdo
vertical, onde a iniciativa privada foi primordial para implantacdo deste, tendo como
objetivo a reducdo de custos de producdo, possibilidade de acompanhamento da
qualidade do produto e fomento & producdo de grande escala®.

Especificamente, na éarea de nutricdo avicola, a cadeia avicola utiliza de
recursos tecnoldgicos variados para o constante lancamento de novos produtos.
Dentre esses produtos, a utilizacdo de enzimas, tal como amilase, protease, xilanase
e fitase formando um complexo enziméatico é amplamente aceita e embasada
cientificamente, pois podem-se observar melhorias no desempenho, digestibilidade
de nutrientes e sadde intestinal®*>®.

As enzimas sdo proteinas sensiveis a condi¢Bes fisico-quimicas que tem a
capacidade de se ligar a um substrato e permanecer ativa por periodos longos, sendo
geralmente utilizadas na avicultura com a finalidade de complementar as enzimas
endégenas ou prover enzimas exdgenas que 0 organismo néo sintetiza”®. As enzimas
exdgenas podem ser obtidas de vegetais, animais e micro-organismos, porém a
producdo em larga escala é feita industrialmente em laboratorios especializados,
utilizando técnicas de fermentacdo flngica ou bacteriana®.

Pelo fato do custo de producdo da racdo na avicultura ser elevado, variando

entre 60 a 75% do custo total de producdo de frangos de corte®%!?

, a utilizagao de
enzimas exogenas se faz cada vez mais presente, jA& que a sua acdo sobre 0s
alimentos pode aumentar a digestibilidade e utilizagdo dos nutrientes, agindo
diretamente em varios substratos, como nos polissacarideos ndo amilaceos (PNA’s),
componentes esses ndo digeriveis para organismo das aves*?.

Além de entender o mecanismo de acdo das enzimas é necessario compreender

quais caracteristicas bioquimicas as afetam. De acordo com Marquardt & Bedford*®



as caracteristicas nas enzimas exdgenas sdo: atividade altamente especifica,
resisténcia a inativacdo pelo calor, baixo pH, seguranga toxicoldgica, baixo custo de
producdo, boa vida de prateleira, auséncia de interacdes com a matriz do alimento e
especificidade em promover os efeitos esperados.

Visto isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a combinacdo de diferentes
complexos enzimaticos disponiveis no mercado sobre o desempenho animal,
digestiblidade dos nutrientes de racdo a base de milho e soja e sobre as

caracteristicas bioquimicas destes complexos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Utilizagdo de Enzimas na Avicultura de Corte
2.1.1 Historico da Utilizacdo de Enzimas na Avicultura

Desde 1857, ano que em Louis Pasteur percebeu haver uma relacdo entre
fermentacdo e atividade bioldgica das leveduras, que as enzimas estdo sendo
estudadas’®. Porém a denominagio “enzima” surge em 1978, criado pelo pesquisador
Friedrich Wilhelm Kuhne, tendo o significado de “dentro da levedura®®.

A grande expansao de pesquisas deste tema aconteceu na década de 1940, pelo
fato da grande necessidade de criacdo de antibioticos na Il Guerra Mundial, a partir
desse advento comecava a ser estudada também a utilizagdo na producéo animal**.

Na avicultura, uma das primeiras informacdes sobre a utilizacdo de enzimas em
racdes € da década de 1950, a partir da descoberta de que grdos umedecidos quando
suplementados com enzimas tinham um melhor aproveitamento nutricional pelas
aves’®. Na mesma década, a Universidade Estadual de Washington nos Estados
Unidos verificou que a utilizacdo de cereais como trigo, centeio, triticale, cevada e
aveia causavam excesso de umidade na cama, consequentemente queda de
desempenho das aves'*'®. Com essa observacgdo deu se inicio ao estudo da utilizacdo
de enzimas enddgenas em racdes contendo esses grdos que apresentam alta
quantidade de polissacarideos ndo amilaceos — PNAs®®.

Na década de 1960, a Europa consolidou o estudo de enzimas, devido a grande
utilizacdo desses cereais na alimentacdo de animais monogastricos. Assim, foi
possivel descobrir que os ingredientes de origem vegetal possuiam diferentes
compostos que se complexam e podem interferir na digestdo, absorcdo e utilizagédo
dos nutrientes®’.

J& no Brasil, o uso de enzimas iniciou-se devido ao custo elevado das fontes de
fosforo e a viabilidade econémica da enzima fitase, posteriormente outras enzimas,
como proteases e carboidrases comecaram a ser estudadas, visando melhorar o
aproveitamento dos nutrientes e a eficiéncia nutricional da racdo com objetivo de

reduzir o custo de producdo’®. Sendo estas classificadas pela Instrucdo Normativa



nimero 13 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento como aditivos

zootécnicos digestivos, pertencendo ao grupo dos aditivos zootécnicos digestivos®®.
2.1.2 Fatores que Afetam a Utilizacdo de Enzimas na Avicultura de Corte

De acordo com Sakomura et al?® o uso de enzimas na nutricdo de frangos de
corte € amplamente aceita e embasada cientificamente, devido ao fato de que
dependendo do tipo de enzima adicionada na dieta podem-se observar melhorias no
desempenho, digestibilidade dos nutrientes, melhoria na morfometria intestinal, na
saude e imunidade das aves, além da reducdo na excre¢do de nutrientes, assumindo
assim um papel minimizador de impacto ambiental. Porém é comum encontrar
trabalhos onde a utilizacdo de enzimas ndo houve efeito sobre as varidveis de
producdo, podendo esses resultados serem decorrentes de uma série de fatores.

Um dos fatores mais importantes e que ja é uma regra na nutricdo avicola é de
que o conhecimento do substrato de atuacdo das enzimas é o fator chave para
garantir uma maior eficiéncia na atuacdo destas, sendo assim a utilizacdo das
enzimas deve ser direcionada em fases onde realmente haja o substrato especifico
para a sua atuacio®!.

Outro fator primordial e que deve ser considerado em relacdo a acdo catalitica
das enzimas € que esta depende de varios fatores, como: concentracdes do substrato
e da enzima, temperatura, variacdo do pH, umidade e presenca de co-enzimas,
resisténcia a atividade proteolitica e inibidores no local em que ocorrera a reagio?®.
Quando a enzima ndo é protegida, principalmente para temperatura e pH, podera ter
seu uso limitado, pois ocorrerd alteracdo significativa da enzima ativa, resultando
em perda de atividade®°.

A termoestabilidade da enzima € outro fator que afeta sua acdo catalitica,
sendo menos resistentes as enzima produzidas por fungos (até 75 °C) e mais
resistentes (80 a 90 °C) as produzidas por bactérias?®. Sakomura et al?® enfatiza que
atualmente alguns fungos e bactérias melhorados ja estdo produzindo enzimas com
maior termotolerédncia.

O tipo de ingrediente utilizado na dieta pode afetar também a utilizacdo de

enzimas, pois alguns alimentos podem apresentar fatores antinutritivos que variam



de acordo com as condi¢cbes de producdo da planta, colheita, secagem e
armazenamento e também o fato das variac6es na quantidade de substrato®”.

A adicdo de enzimas em dietas de animais jovens pode promover melhoria no
desempenho dos nutrientes, pois esses animais ainda estdo com o trato digestorio
imaturo e com producdo de enzimas enddgenas em quantidades insuficientes, sendo
assim a idade outro fator que interfere na utilizacéo de enzimas®®.

Alguns fatores secundarios também devem ser levados em conta, como a
relacdo do nutriente na dieta, estado sanitario dos animais, temperatura ambiental,
balangco eletrolitico, manejo, forma fisica e processamento térmico da racdo,
podendo afetar o consumo de ragdo e consequentemente a quantidade de nutrientes
ingeridos que poderé favorecer ou ndo a acdo das enzimas?®. A parte disso Sakomura
et al®® relata que é comum encontrar trabalhos onde a utilizacdo das enzimas teve
efeito positivo sobre a digestibilidade de nutrientes e ndo observar melhoria no

desempenho ou vice-versa.
2.1.3 Formas de suplementac¢édo das enzimas

No contexto de formulacdo da racdo, existem duas abordagens que sao
utilizadas, a primeira caracterizada como “on top”, onde consiste em suplementar
com enzimas uma formulacdo padrdo, ndo alterando os niveis nutricionais, tendo o
objetivo de melhorar o desempenho. A segunda alternativa é a reducdo dos niveis
nutricionais da racdo, adicionando enzimas exdgenas com o intuito de restaurar o
valor nutricional da dieta padrdo, objetivando o mesmo desempenho de uma dieta

com niveis nutricionais normais, porém de forma mais econémica®’.
2.2 Tipos de Enzimas mais Utilizadas em Rac6es de Frangos de Corte
2.2.1 Carboidrases

Este grupo de enzimas é responsavel pela hidrolise dos carboidratos, tendo
como finalidade melhorar o aproveitamento da energia dos ingredientes nas racdes
avicolas, sendo compreendidas pelas amilases, pectinases, P-glucanases, a-

galactosidade, xilanases e celulases®®.



De acordo com Ott*® a maioria das enzimas utilizadas na nutricdo animal sdo
do tipo carboidrases, especificas para PNA"s, sendo estes classificados em soluveis
e insoltveis. Sens®® detalha que as propriedades antinutricionais dos PNA’s estdo
principalmente nos PNA’"s sollveis e que estes em especial, sdo capazes de se
ligarem a uma grande quantidade de &gua, aumentando a viscosidade do fluido e
interferindo assim na difusdo dos nutrientes e das enzimas digestivas e suas
interacGes com a mucosa intestinal.

O aumento da viscosidade do fluido ou quimo intestinal causa prejuizos ao
desempenho produtivo, pelo fator de diminuir a velocidade de passagem dos
alimentos ao longo do trato digestivo®',

Apesar de milho e farelo de soja serem considerados ingredientes de facil
digestdo, pode-se melhorar o seu valor nutricional com a utilizacdo de
carboidrases®?. O milho contém quantidades insignificantes de PNA’s soldveis,
entretanto, possui cerca de 8% de PNA"s insoluveis e o farelo de soja contém cerca
de 3% de PNA"s sollveis e 16% de insoltveis®?.

Os efeitos benéficos da suplementacdo de carboidrases nas dietas dos animais
sdo amplamente reconhecidos como: diminuir a viscosidade da digesta, aumentar a
digestibilidade dos nutrientes, melhorar a energia metabolizavel e reduzir o custo da
alimentacdo dos animais e conseqlientemente melhorar os pardmetros zootécnicos de

producdo’ 3.

2.2.2 Proteases

A proteina é o ingrediente que mais onera o custo das ra¢gGes e nos ultimos anos
o farelo de soja, um dos principais ingredientes proteicos das racdes de frangos de
corte tem aumentado o seu custo, o que forca a inddstria avicola a buscar maneiras

de aperfeicoar seu valor nutricional®*.

Segundo Leite et al®®

as proteinas dietéticas ndo sdo utilizadas completamente
pelas aves, com isso a inclusdo de proteases na dieta pode melhorar o valor
nutricional através da hidrolise de certos tipos de proteinas que resistem ao processo
digestivo através da complementacdo das enzimas digestivas das proprias aves.

Além disso, a adicdo de proteases exdgenas pode inativar fatores anti-nutritivos, tais



como lectinas, proteinas antigénicas e inibidores de tripsina, presentes
particularmente em leguminosas®®.

Conforme Wang et al®’

as proteases sdo recomendadas para a adi¢do as dietas de
frangos de corte, pois melhora o desempenho e rendimento de carcaca, sendo seus
efeitos mais pronunciados quando as dietas sdo formuladas com baixo niveis de
aminoacidos essenciais ou de proteina total, de forma a minimizar as excre¢des de
nitrogénio.

Freitas® relata melhoria da conversdo alimentar de frangos dos 1 aos 21 dias de
idade suplementados com protease. Matias®® verificou melhora no ganho de peso e
fator de producédo de frangos de corte de 1 a 38 dias de idade suplementados com
protease.

Oxenboll et al*® estudando os beneficios da utilizacdo de proteases em frangos
relata que esse tipo de enzima apresenta ndo s6 o beneficios no desempenho animal,

mas também ao ambiente, pois diminui a excrecdo de nitrogénio.
2.2.3 Fitases

As aves ndo sintetizam ou produzem quantidades necessarias de certas enzimas
enddgenas, utilizadas para a digestdo de varios componentes quimicos encontrados
nos alimentos de origem vegetal ou para atuarem em alguns processos
antinutricionais, como o fésforo fitico*!.

Segundo Costa et al*?

a maior preocupacao é com o fésforo dos ingredientes
vegetais, que por estar ligado ao acido fitico na forma de fitato é pouco disponivel
aos animais monogastricos, pois ndo dispem em quantidades suficientes da enzima
fitase para aproveitd-lo, sendo somente um terco do fosforo total deste alimento
disponivel para as aves. De acordo com Brandéo et al*® o fésforo é considerado um
dos minerais mais importantes, pelo fato de ser necessario para uma Otima taxa de
crescimento e para a mineralizacdo 6ssea, porém também é considerado o mineral
que mais onera o custo das racdes.

Devido a isso, a fitase é uma alternativa econémica para melhorar a
disponibilidade do fésforo fitico, pelo fato de catalisar o fitato, disponibilizando

fosforo e outros elementos que estavam indisponiveis, como céalcio, magnésio,



zinco, ferro e moléculas orgéanicas, como aminoacidos, além de reduzir o potencial
poluidor das excretas®”.

De acordo com Meneghetti et al*!

entre as enzimas exdgenas produzidas
industrialmente, a fitase é a que mais se destaca, pelo fato do seu custo beneficio e
do aumento dos custos dos ingredientes e da fabricacdo das racdes, além do carater
de poluicdo ambiental.

Lacerda** estudando o desempenho de frangos de corte suplementados com
fitase relata que a adicdo da enzima nas racdes para as fases pré-inicial (1 a 7 dias
de idade) e inicial (8 a 21 dias de idade) apresentaram resultados superiores para

1“2 também relatam

desempenho em relacdo as racbes sem enzima. Costa et a
desempenho superior em frangos suplementados com fitase em relacdo a néo
suplementadas nas mesmas fases descritas anteriormente, reduzindo a conversao

alimentar em 8,81% e aumentando o ganho de peso em 1,8%.
2.3 Utilizacdo de Complexos Enzimaticos em Racdes de Frangos de Corte

Inumeras pesquisas tém demonstrando que a associacdo de diferentes tipos de
enzimas promove melhores resultados de desempenho, pelo fato de atuarem de
forma conjunta e sinérgica, fazendo com que algumas enzimas degradem
componentes dos alimentos que sofrerdo posteriormente a agdo de outras enzimas
associadas a este complexo enzimatico ou até das enzimas endégenas?®’.

De acordo com Francesch & Geraert*> a maioria dos complexos enzimaticos
utiliza carboidrases e uma fonte de fitase. A fitase é incluida por que as glicosidades
(xilanase, B-glucanase, a-galactosidade) presentes na maioria dos complexos sdo
capazes de degradar a camada de PNA"s da membrana que encapsula os nutrientes,
facilitando o acesso da fitase ao fitato armazenado na membrana da parede celular e
assim, atuar sinergicamente com as outras enzimas. A Tabela 1 demonstra alguns

estudos realizados com complexos enzimaticos.



TABELA 1 - Efeito da adi¢cdo de complexos enzimaticos em racBes para frangos de

corte
Fase Complexo Dieta Variavel Efeito Fonte
(%)
laz2ld Xilanase, Milho + Farelo de Conversao -2,11 Carvalho et
Amilase, Soja + Farinha de Alimentar al. (2009)
Protease Carne
43 d Xilanase, Milho + Farelo de Conversao -4.21 BARBOSA et
Amilase, Soja Alimentar al. (2008)
Protease,
Fitase
lad2d Xilanase, Milho + Farelo de Ganho de +1,88 Zanella et al.
Amilase, Soja +Soja Integral Peso (1999)
Protease Extrusada + Soja
Integral Tostada
7 a 14d Xilanase, Milho Energia +2,11 Dourado et al.
Amilase, Metabolizavel (2009)
Protease, Aparente
Fitase

Fonte: Adaptado de SAKOMURA et al®°.

Café et al*® estudando dietas & base de milho e farelo de soja para frangos de
corte, suplementadas com complexo multienzimatico contendo xilanase, protease e
amilase, obervaram melhorarias no seu conteddo energético, na digestibilidade da
proteina bruta, do amido e da gordura.

Leite et al*’

estudando a utilizacdo de um complexo enziméatico que continha
amilase, pectinase, B-glucanase, pentosanase, celulase, protease e fitase em racdes
com sorgo e em ragdes com milheto constatou que o tipo de alimento também tem
influéncia na acdo destes complexos, relatando que o complexo estudado melhorou a
digestibilidade dos nutrientes na ragdo composta por milho e a conversao alimentar
na fase inicial dos frangos que receberam esse tipo de ragdo, porém ndo houve

nenhuma caracteristica melhorada na racdo composta por milheto.
2.4 Selecionando Enzimas para Utilizacdo em Complexos Enzimaticos.

Comercialmente, a producdo de enzimas é feita a partir leveduras, fungos ou
bactérias, sendo de origem animal ou vegetal e entre 0os microrganismos mais
utilizados sdo os dos géneros Aspergillus sp., Trichoderma sp. e Bacillus sp*. O

Quadro 1 demonstra os tipos de enzimas e seus principais microrganismos.
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QUADRO 1 - Principais microrganismos utilizados na producdo de enzimas;

Microrganismos Enzimas produzidas
Aspergillus niger B-glucanase, a-amilase, celulase, fitase
Aspergillus ficcum fitase
Aspergillus oryzae a-amilase, protease, fitase
Bacillus licheniformis a-amilase
Bacillus subtilis a-amilase, protease, B-glucanase, fitase
Trichoderma ciridar xilanase, B-glucanase, celulase
Saccharomyces cerevisiae fitase

Fonte: Adaptado de Mascarell & Ryan*® e Singh*°

De acordo Colombatto et al®® a caracterizacdo completa das atividades
enziméaticas deverd ser o primeiro passo na selecdo de um produto enzimaético, pois
as propriedades bioquimicas das enzimas, muitas vezes, ndo determinadas ou mal
avaliadas, podem afetar a natureza das respostas, sendo assim, a andalise dessas
atividades deve ser conduzida sob condi¢cOes definidas de tempo, temperatura,
concentragdo e tipo de enzima e substrato, pH, entre outros, pois todos esses fatores
afetam a atividade das enzimas.

Kung®! defende que a homogeneidade dos produtos dever4d também ser
analisada, pois, os complexos enzimaticos comerciais sdo constituidos de um
conjunto de atividades enzimaticas que deverdo trabalhar em combinagdo para
hidrolisar um substrato. Portanto, a proporcdo correta de cada atividade em relacédo
ao substrato devera se analisada para otimizar seu efeito no alimento.

Deve ser averiguado se as enzimas se enquadram dentro dos perfis de
exigéncias necessarios para sua utilizacdo na suplementacdo de dietas fornecidas a
monogastricos, tais como, niveis de atividade elevados, estabilidade nas condicdes
de pH e de temperatura do trato gastrintestinal, termoestabilidade para resistir ao
processamento do alimento, principalmente durante o processo de granulacdo®?

De acordo com Marques®® os complexos multienzimaticos para racées de
frangos de corte comercializados no Brasil em sua maioria sdo misturas de enzimas
originarias de diferentes microrganismos e ndo se conhece muito bem a interelagéo
destas enzimas e sua atuagcdo no organismo dos animais, 0 que, muitas vezes,

promove respostas inconsistentes. Estudos sobre efeitos e mecanismos de acgdo de
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complexos enzimdticos tornam-se muito importantes para o desenvolvimento e

utilizacdo comercial destes produtos em frangos de corte.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Experimento 1 — Desempenho e Rendimento de carcaca de frangos de corte

suplementados com diferentes complexos enzimaticos.
3.1.1 Localizagdo, Instalacdes e Manejo experimental.

O experimento foi conduzido no Aviario Escola da Universidade Federal de
Goias em Goiania — GO. Foram alojados 1260 pintos de corte com 1 dia de idade da
linhagem Cobb 500, provenientes de incubatério comercial da empresa avicola Séo
Salvador Alimentos/Super Frango em Itaberai — GO. As aves foram alojadas em 42
Boxes individuais medindo 1,80 x 1,60 (2,88m2), montados na area central em um
galpdo de industrial com 12m L x 125m C (1500mz?), galpéo do tipo pressdo negativa
com sete exaustores, sistema de nebulizacdo e entrada de ar com placa evaporativa.
As muretas laterais de alvenaria de 0,40 m e tela de arame de 2,80 m de altura, pé
direito de 3,20 m e orientacdo leste-oeste. A densidade de alojamento em cada boxe
foi de 12 aves/m2 (30 aves/Box).

Cada boxe continha uma linha de bebedouro tipo nipple (10 nipples/Box) e
um comedouro tubular infantil até o sétimo dia de idade e um adulto a partir do
oitavo aos 42 dias de idade. Sendo a relacdo de comedouro e bebedouros por nimero
de aves de 1:30 e 1:3, respectivamente como é demonstrado na figura 1.

Ressalta-se que, embora ndo tenham sido objetos de estudo na presente
pesquisa, 0s padrées normais de comportamento das aves foram manifestados, nao

houve canibalismo, as aves ndo adoeceram, a plumagem manteve a sua integridade.
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* R &

FIGURA 1 - Exemplo de unidade experimental utilizada (Box D4).

As aves foram vacinas no incubatorio contra Marek e aos 15 dias de idade foi
ministrada a vacina contra Gumbouro na dgua de bebida. O programa de luz adotado
foi continuo com 12 horas de iluminagdo natural e de seis a 12 horas de iluminacéo
artificial por dia, durante o periodo experimental. A iluminacdo artificial foi feita
por lampadas incandescentes de 100W espalhadas no galpdo, buscando o
fornecimento de 22 Iimens/m2.

O controle da temperatura ambiente foi realizado com manejo de cortinas,
sendo associado a nebulizadores, placa evaporativa e aos exaustores no galpédo. A
média de temperatura minima foi de 24°C e a méxima de 31°C monitorada
diariamente com dois termdmetros no centro do galpdo (Tabela 2). O aquecimento
interno do galpdo na fase inicial foi realizado por aquecedor/campanula a 6leo diesel
automatico e monitorado diariamente de acordo com a temperatura e umidade do

galpéo.
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TABELA 2 - Temperaturas (°C) registradas durante o experimento 1 — Desempenho
e Rendimento de carcaca de frangos suplementados co diferentes
complexos enzimaticos.

Semanas Minima Maxima Média
1(1a7dias) 29 33 31
2 (8 a 14 dias) 28 29 28,5
3 (15 a 21 dias) 27 29 28
4 (22 a 28 dias) 25 27 26
5 (29 a 35 dias) 25 26 25,5
6 (36 a 42 dias) 23 25 24

3.1.2 Delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com
sete tratamentos, tendo seis repeticGes cada um dos tratamentos, tomando um total

de 42 boxes, sendo cada unidade experimental composta por 30 aves.
3.1.3 Tratamentos e composicBes das racdes

Os tratamentos (T) utilizados foram: T1: dieta basal seguindo as
recomendacbes de Rostagno®*, T2: complexo A (fitase, protease, xilanase, R-
glucanase, celulase, amilase, pectinase) + complexo B (protease e celulase)
adicionadas “on top” na dieta basal; T3: complexo A + complexo B + enzima A (a-
galactosidase) adicionadas “on top” na dieta basal; T4: complexo A + enzima A
adicionadas “on top” na dieta basal; T5: complexo D (xilanase, amilase, protease) +
enzima B (fitase) e enzima A adicionadas “on top” na dieta basal; T6: complexo D +
enzima C (fitase) + enzima A adicionadas “on top” na dieta basal; T7: complexo D +
enzima D (fitase) + enzima A adicionadas “on top” na dieta basal, que estdo

resumidos no Quadro 2.

QUADRO 2 - Tratamentos experimentais utilizados no experimento 1 - Desempenho
e Rendimento de carcaca de frangos suplementados com diferentes
complexos enzimaticos.

Tratamentos Complexos enzimaticos
T1 (DB) Dieta Basal
T2 (Phy+Pro+Cho/Pro+Cel) Dieta Basal com adicdo de Complexo A

(fitase, protease, xilanase, R-glucanase,

celulase, amilase, pectinase)! + Complexo B

(protease e celulase)?
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QUADRO 2 - Tratamentos experimentais utilizados no experimento 1 - Desempenho
e Rendimento de carcaca de frangos suplementados co diferentes
complexos enzimaticos (continuacao).

T3 (Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal) | Dieta Basal com adi¢cdo de Complexo A +

Complexo B + Enzima A (a-galactosidase)3

T4 (Phy+Pro+Cho/a-gal) Dieta Basal com adi¢gdo de Complexo A + a-

galactosidase?

T5 (Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal) Dieta Basal com adicdo de Complexo C

(xilanase, amilase, protease)* + Fitase B® e

a-galactosidase?

T6 (Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal) |Dieta Basal com adicdo de Complexo C +

Fitase C® + a-galactosidase?

T7 (Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal) |Dieta Basal com adicdo de Complexo C +

Fitase D’ + a-galactosidase?

Inclusdo: 10,200/1000 kg de ragdo; °0,500/1000 kg de racdo; °1,5/1000 kg de Far. Soja;

#0,100/1000 kg de ragdo; °0,100/1000kg de racdo; °0,050/1000kg de rac&o; ' 0,100/1000kg de

racao.

Cada complexo ou enzima tinha sua particularidade, se tratando de

microrganismos e niveis de garantia como é demonstrado no Quadro 3, abaixo.

QUADRO 3 - Microrganismos e niveis de garantia de cada produto utilizado.

Enzimas Microrganismo Niveis de garantia
ComplexoA Aspergillus Niger. Pectinase (min) - 40000 U/g;
(Phy+Pro+Cho) Protease (min) — 700 U/g; Fitase

(min) — 300 U/g; Betaglucanse (min)
— 200 U/g; Xilanase (min) — 100 U/g;
Celulase (min) — 40 U/g; Amilase
(min) — 30 U/g
ComplexoB Aspergillus Niger; Protease (min) — 7500 U/g; Celulase
(Pro+Cel) Trichoderma (min) - 45 U/g
longibrachiatum
ComplexoC Bacillus substilis; Endo-1,4-beta-xilanase (min) -
(Xly+Amy+Pro) | Trichoderma reesei; Bacillus | 20000 U/g; Subtilisin (protease)
licheniformis. (min) — 40000 U/g; Alfa-amilase
(min) — 2000 U/g
EnzimaA (a-gal) | Aspergillus Niger a-galactosidase 30 U/g
Fitase B Pichia Pastoris e | 6-Fitase (minimo) — 5000 U/g
Trichoderma reesei.
Fitase C Aspergillus Niger 3-Fitase (minimo) 10.000 FTU/g
Fitase D Trichoderma reesei. 6-Fitase (minimo) — 5000 U/g

As aves receberam um programa alimentar de acordo com cada fase de
criacdo: pré-inicial (1-7 d), inicial (8-21 d), crescimento (22-35 d) e final (36-42d).
As ragbes foram formuladas a base de milho, farelo de soja e farinha de origem
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54
|

animal de acordo com as recomendacOes de Rostagno et a e as enzimas

adicionadas ““on top ", como é demonstrado nas Tabelas 3 e 4.

TABELA 3 - Composicdo percentual e niveis nutricionais calculados das racdes
experimentais em cada tratamento.

INGREDIENTE Racdo Pré Racdo Racdo Racdo
inicial Inicial Crescimento Final
Milho grédo 56,10 60,50 64,30 71,74
Farelo de soja 46% 36,20 31,35 24,35 15,20
Farinha de Carne 42% 4,90 4,10 3,40 2,534
Farinha de Visceras - - 1,00 3,066
Farinha de Pena e Sangue - - 1,00 2,266
Oleo de visceras 1,50 2,10 3,20 2,933
Metionina em p6 99% 0,364 0,327 0,300 0,279
Lisina Liquida 64% 0,307 0,300 0,398 0,540
Colina Liquida 75% 0,089 0,090 0,073 0,100
Suplemento Mineral® 0,10 0,135 0,632° 0,730°
Supl. Vitaminico? 0,05 0,668 0,927 0,211
Aditivos 0.390 0,430 0,420 0,400
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Energia Metabolizavel Kcal/kg 2.980 3.080 3.150 3.300
Proteina Bruta (%) 23,89 21,74 18,60 17,40
Arginina digestivel (%) 1,49 1,34 1,08 0,99
Lisina digestivel (%) 1,33 1,20 1,03 0,94
.Metionina digestivel (%) 0,68 0,62 0,53 0,48
Metionina+Cistina digestivel (%) 0,98 0,90 0,79 0,73
Treonina digestivel (%) 0,85 0,78 0,67 0,62
Triptofano digestivel (%) 0,26 0,23 0,17 0,16
Fésforo Disponivel (%) 0,50 0,45 0,40 0,39
Calcio (%) 1,00 0,93 0,82 0,76
Sédio 0,23 0,20 0,19 0,19

'Enriquecimento de minerais por kg de racdo: manganés 90 mg; zinco 75 mg; ferro 60 mg; cobre
9,75 mg; iodo 1,20mg; promotor de crescimento: neomicina;

’Enriquecimento por kg de racdo: selénio 0,30mg, vitamina A 10.000 Ul, vitamina D3 2.500 Ul,
vitamina E 25 mg, vitamina K3 2 mg, vitamina B1 2,50 mg, vitamina B2 6,50 mg, vitamina B6
3,50 mg, vitamina B12 18 mcg, acido félico 1,20 mg, acido patoténico 15 mg, niacina 42 mg,
biotina 80 mcg, etoxiquin 166 mg;

*Enriquecimento de minerais por kg de ragdo: manganés 75 mg; zinco 62,5 mg; ferro 50 mg; cobre
8,125 mg; iodo 1,00mg; promotor de crescimento: bacitracina; 3 21,43% de acido propidnico e
78,57% de formaldeido.

Como material inerte para completar a inclusdo igualmente em todos os

tratamentos foi utilizado o amido, como ¢ apresentado na Tabela 4.
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TABELA 4 — Inclusdo de cada complexo e enzima de acordo com o tipo de racéo.

INCLUSAO DOS COMPLEXOS E ENZIMAS NA RACAO PRE-INICAL

Phy+Pro+Cho - 0,020 0,020 0,020 - - -
Pro+Cel - 0,050 0,050 - - - -
Xly+Amy+Pro - - - - 0,010 0,010 0,010
a-gal - - 0,054 0,054 0,054 0,054 0,054
PhyB - - - - 0,010 - -
PhyC - - - - - 0,005 -
PhyD - - - - - - 0,010
Inerte (Amido) 0,124 0,054 - 0,050 0,050 0,055 0,050
TOTAL 0,124 0,124 0,124 0,124 0,124 0,124 0,124
INCLUSAO DOS COMPLEXOS E ENZIMAS NA RACAO INICAL
Phy+Pro+Cho - 0,020 0,020 0,020 - - -
Pro+Cel - 0,050 0,050 - - - -
Xly+Amy+Pro - - - - 0,010 0,010 0,010
a-gal - - 0,047 0,047 0,047 0,047 0,047
PhyB - - - - 0,010 - -
PhyC - - - - - 0,005 -
PhyD - - - - - - 0,010
Inerte (Amido) 0,117 0,047 - 0,050 0,050 0,055 0,050
TOTAL 0,117 0,117 0,117 0,117 0,117 0,117 0,117
INCLUSAO DOS COMPLEXOS E ENZIMAS NA RACAO CRESCIMENTO
Phy+Pro+Cho - 0,020 0,020 0,020 - - -
Pro+Cel - 0,050 0,050 - - - -
Xly+Amy+Pro - - - - 0,010 0,010 0,010
a-gal - - 0,036 0,036 0,036 0,036 0,036
PhyB - - - - 0,010 - -
PhyC - - - - - 0,005 -
PhyD - - - - - - 0,010
Inerte (Amido) 0,106 0,036 - 0,050 0,050 0,055 0,050
TOTAL 0,106 0,106 0,106 0,106 0,106 0,106 0,106
INCLUSAO DOS COMPLEXOS E ENZIMAS NA RACAO FINAL
Phy+Pro+Cho - 0,020 0,020 0,020 - - -
Pro+Cel - 0,050 0,050 - - - -
Xly+Amy+Pro - - - - 0,010 0,010 0,010
a-gal - - 0,023 0,023 0,023 0,023 0,023
PhyB - - - - 0,010 - -
PhyC - - - - - 0,005 -
PhyD - - - - - - 0,010
Inerte (Amido) 0,093 0,023 - 0,050 0,050 0,055 0,050
TOTAL 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093

3.1.4 Variaveis analisadas e analise estatistica

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade
Federal de Goias em 10 de novembro de 2014, sob o namero 097/2014. Durante a

condugdo do experimento foram avaliados semanalmente os pesos das aves e das
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racbes fornecidas do 1° dia ao abate, sendo anotado o peso das aves mortas,
mortalidade diaria e calculados os indices do desempenho zootécnico das aves,

seguidos abaixo:

» Ganho de peso: calculado pela diferenca entre os pesos médios das aves obtidos

pelas pesagens de todas as aves em cada idade;

= Consumo de racéo: calculado pela diferenca entre a quantidade de r a¢do oferecida no inicio
e as sobras ao final de cada fase e considerando o nimero de aves mortas no intervalo como

critério para corregdo dos valores de consumo;

= Conversao alimentar: obtido pela relacdo entre o consumo de racdo e o0 ganho de peso,

corrigida pelo peso total das aves mortas;

» Viabilidade: calculada para as diferentes repeticdes pela subtracdo de 100 do percentual do
valor da mortalidade encontrado;

Ao final do experimento (42 dias) foram separadas duas aves de cada parcela experimental,
selecionadas considerando o peso corporal na faixa de até 5% acima ou até 5% abaixo do peso
médio obtido por parcela, as quais foram abatidas apds jejum de 8 horas, para fins de avaliacdo
do rendimento de carcaca, peito, coxa e sobrecoxa, asas e gordura abdominal. O rendimento de
carcaca eviscerada sem cabeca, pescoco e pés foi calculado em relacdo ao peso corporal antes do
abate, sendo: %RC = (peso carcaca*100/peso vivo) e o rendimento das partes da carcaca, peito,
coxa e sobrecoxa, asas e gordura abdominal em funcdo do peso da carcaca: %RP = (peso da
parte*100/peso carcaca). As medidas de carcaca foram tomadas com a cabeca e patas.

Os dados foram submetidos & analise estatistica utilizando-se o software R® e
as comparacdes entre os tratamentos foram efetuadas de acordo com teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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3.2 Experimento 2 - Metabolizabilidade dos nutrientes em frangos de corte

suplementados com diferentes complexos enziméaticos.
3.2.1 Localizacéo, Instalagbes e Manejo experimental.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da
Universidade Federal de Goids em 10 de novembro de 2014, sob o numero 097/2014.
Este experimento foi conduzido no setor de Avicultura Experimental do
Departamento de Zootecnia da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Goids em Goiania-GO. Foram alojados 112 aves de 25 dias de idade da linhagem
Cobb (provenientes do experimento 1, foram retiradas e transportadas 16 aves por
tratamento, 4 aves/Box) em baterias metélicas, divididas em gaiolas medindo 0,80 x
0,75 e 0,30 de altura (Figura 2), instaladas em galpdo de alvenaria com 12,96 x 2,96

m (38,36m2) de dimensdes internas, coberto com telhas de amianto.

FIGURA 2- Galpdo utilizado no experimento 2.
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As aves foram criadas no galpdo até 32 dias de idade, recebendo agua e racédo
a vontade, durante todo o periodo experimental. O manejo anterior a chegada das
aves obedeceu as normas usuais de limpeza e desifenccdo para o galpdo e as
baterias. O aquecimento das baterias foi realizado por ldmpadas incadescentes de
60w e cada gaiola continha um bebedouro tipo linear e um comedouro linear. O
monitoramento da temperatura ambiente foi realizado com manejo de cortinas. A
média de temperatura minima foi de 28°C e a méaxima de 28,5°C monitorada

diariamente com um termémetro no centro do galpdo (Tabela 5).

TABELA 5 - Temperatura (°C) registrada durante o experimento 2-
Metabolizabilidade dos nutrientes em frangos de corte
sulementados com diferentes complexos enzimaticos.

Semanas Minima Maxima Média
4 (25 a 28 dias) 27 30 28.5
5 (28 a 32 dias) 27 29 28,0

3.2.2 Delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com
sete tratamentos, tendo 4 repetic6es cada um dos tratamentos, tomando um total de

28 unidades experimentais, sendo cada unidade experimental composta por 4 aves.
3.2.3 Tratamentos e composicBes das racdes

Os tratamentos utilizados foram: T1: dieta basal seguindo as recomendalc¢des
de Rostagno®*, T2: complexo A (fitase, protease, xilanase, B-glucanase, celulase,
amilase, pectinase) + complexo B (protease e celulase) adicionadas “on top” na
dieta basal; T3: complexo A + complexo B + enzima A (o-galactosidase)
adicionadas “on top” na dieta basal; T4: complexo A + enzima A adicionadas “on
top” na dieta basal; T5: complexo D (xilanase, amilase, protease) + enzima B
(fitase) e enzima A adicionadas “on top” na dieta basal; T6: complexo D + enzima C
(fitase) + enzima A adicionadas “on top” na dieta basal; T7: complexo D + enzima

D (fitase) + enzima A adicionadas “on top” na dieta basal (Quadro 4)
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QUADRO 4 - Tratamentos experimentais utilizados no experimento 2 -
Metabolizabilidade dos nutrientes em frangos de corte
suplementados com diferentes complexos enzimaticos.

Tratamentos Complexos enziméticos

T1 (DB) Dieta Basal
T2 (Phy+Pro+Cho/Pro+Cel) Dieta Basal com adicdo de Complexo A
(fitase, protease, xilanase, [-glucanase,
celulase, amilase, pectinase)! + Complexo B
(protease e celulase)?
T3 (Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal) | Dieta Basal com adicdo de Complexo A +
Complexo B + Enzima A (a-galactosidase)3
T4 (Phy+Pro+Cho/a-gal) Dieta Basal com adicdo de Complexo A +
Enzima A
T5 (Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal) | Dieta Basal com adicdo de Complexo C
(xilanase, amilase, protease)* + Fiase B> e
Enzima A
T6 (Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal) |Dieta Basal com adicdo de Complexo C +
Fitase C® + Enzima A
T7 (Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal) |Dieta Basal com adicdo de Complexo C +
Fitase D’ + Enzima A
Inclusdo: '0,200/1000 kg de ragdo; °0,500/1000 kg de racdo; °1,5/1000 kg de Far. Soja;

%0,100/1000 kg de ragdo; °0,100/1000kg de racdo; °0,050/1000kg de racdo; ' 0,100/1000kg de
racéo.

As ragBes foram formuladas & base de milho, farelo de soja e farinha de

I°* ¢ as enzimas

origem animal de acordo com as recomendagdes de Rostagno et a
adicionadas “on top”. Nesse experimento as aves receberam a ragdo para fase de

crescimento (Tabela 3 e 4).
3.2.4 Variaveis analisadas e analise estatistica

O ensaio metabolico foi realizado em um periodo de 28% ao 32° dia de vida
das aves, os dois primeiros dias foram utilizados para adaptacdo (25° a 27° dias de
idade). As coletas de excretas foram realizadas duas vezes ao dia e acondicionadas
em sacos plasticos identificados, assim como as ra¢des de cada tratamento e apos
isso congelados para conservacdo e posteriores analises bromatoldgicas, realizadas
no Laboratorio de Nutricdo Animal do departamento de Producdo Animal da Escola
de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias. A quantidade de racédo
consumida, bem como a quantidade de excreta produzida em cada unidade

experimental, foi devidamente registrada.
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Na preparacdo das amostras de excretas para a realizacdo das analises de
acordo com a metodologia proposta por Silva & Queiroz®, aliquotas foram
coletadas, identificadas e submetidas a pré-secagem em estufa de ventilacdo forcada
a 55°C. Paralelamente, amostras das racfes experimentais foram coletadas para, em
seguida, serem, juntamente com as excretas, moidas em moinho tipo Wiley e usadas
para determinar:
= Matéria seca das excretas a 55°C: determinada em estufa de ventilacdo forcada

com temperaturas em torno de 55°C + 5°C por 72 horas, sendo as anélises
realizadas em duplicata;

» Matéria seca das racdes e das excretas a 105°C: determinada em estufa
regulada a temperatura de 105°C, por um periodo de 12 horas, sendo as analises
realizadas em duplicata;

= Niveis de nitrogénio total nas racdes e nas excretas: foram determinados
utilizando-se o método de Kjeldahl e posteriormente, calculados os valores de
proteina bruta. Os valores obtidos foram utilizados para quantificar a quantidade
e a retencdo de proteina bruta.

» Retencdo de matéria seca: obtida pela quantidade de matéria seca ingerida
subtraida da quantidade de matéria seca excretada;

= Extrato etéreo: obtido usando o extrator tipo Goldfish.

= Energia Bruta: determinada através do uso da bomba calorimétrica Ika, modelo
C-200.

Com os resultados das analises de MS, PB, EE e EB, o coeficiente de

digestibilidade (CD%) das dietas (teste e referéncia) foi calculado, conforme a

féormula descrita por Matterson et al®’.

CD(% Nutriente ingerido% -Nutriente excretado% 100
= X
(%) Nutriente ingerido %

A analise de retencdo foi realizada seguindo o método descrito por Noy &
Sklan®® | considerando-se o balanco dos nutrientes e o ganho de peso registrado no
periodo de 28 a 32 dias de idade.
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Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando-se o software R* e
as comparac0Oes entre os tratamentos foram efetuadas de acordo com teste de Tujey a
5% de probabilidade.

3.3 Experimento 3 - Ensaio In Vitro - Realizagcdo de diferentes ensaios
enzimaticos nos complexos enzimaticos e enzimas utilizadas nos experimentos In

Vivo.
3.3.1 Tratamentos utilizados

Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratério de Enzimologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas/ICB Il, da Universidade Federal de Goids. Nesta
etapa do trabalho foram avaliadas as atividades dos complexos enzimaticos e das
enzimas utilizadas nos experimentos In Vivo conforme mostrado no Quadro 5. A
composi¢cdo das enzimas e a atividade de todos os produtos foram retiradas dos

rotulos dos produtos.

QUADRO 5 — Tratamentos experimentais utilizados no experimento 3 - Realizacao
de diferentes ensaios enzimaticos nos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo.

Tratamentos Enzimas e Complexos Composicao
Phy+Pro+Cho | Complexo A (fitase, protease, Produto de fermentagdo
xilanase, R-glucanase, celulase, | Aspergillus Niger. Veiculo ndo
amilase, pectinase) informado
Pro+Cel Complexo B (protease e celulase) Carbonato de calcio. Produto de

fermentacao de Aspergillus
Niger, Produto de fermentacdo de
Trichoderma longibrachiatum e
Cloreto de sodio.

Xly+Ami+Pro | Complexo C (xilanase, amilase e Produto de fermentacéo de
protease) Bacillus substilis. Produto de
fermentacdo Trichoderma reesei.
Produto de fermentacdo de
Bacillus licheniformis. Sulfato de
sodio. Alcool de polivinilico..
Amido de trigo. Silicato de
magnésio. Sacarose

a-gal Enzima A (a-galactosidase) Aspergillus Niger. Veiculo ndo
informado




24

QUADRO 5 — Tratamentos experimentais utilizados no experimento 3 - Realizacgao
de diferentes ensaios enzimaticos nos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo (continuacao).

PhyB Fitase B (6-fitase — 5.000 U/qg) Produto fermentado de Pichia

Pastoris. Veiculo nédo

informado

PhyC Fitase C (3-fitase — 10.000 FTU/qg) Aspergillus Niger. Veiculo ndo

informado

Phy D Fitase D (6-fitase — 5.000 U/q) Fitase de Pichia Pastoris e

Trichoderma reesei. Farinha de

trigo, Oléo vegetal, Sorbitol,
Cloreto de sédio

3.3.2 Variaveis analisadas e analise estatistica

Primeiramente foram retiradas amostras de cada tratamento, 3 @ por
tratamento. Essas amostras foram ressuspendidas em 20 mL de agua destilada,
homogeneizadas e centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi coletado e utilizado para uma série de ensaios descritos abaixo. Para alguns

ensaios as amostras foram dialisadas contra agua destilada por 15 horas a 4°C.

= Proteina Total: foi determinada pela metodologia descrita por Bradford®®,
utilizando albumina sérica bovina (BSA-Sigma) como padrdo. Amostras de
100 pL do sobrenadante de cada tratamento foram adicionadas a 900 pL da
solucdo de Bradford. Apds incubacdo por 15 minutos, a temperatura ambiente
foi realizada a leitura de absorbancia das amostras em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 595nm. A curva padréo foi feita utilizando albumina
bovina como padrédo;

= Aclcar redutor: determinado pela metodologia descrita por Miller®.
Amostras de 20 pL do sobrenadante de cada tratamento foram acrescentandas
de 80 pL de agua destilada e 900 pL de &cido dinitrosalicilico (DNS),
incubado a 100 °C por 5 minutos e leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 550 nm. A curva padrdo foi feita utilizando glicose
como padréo;

= Atividade de Fosfatase: foi determinada pela metodologia descrita por

Leitdo et al®*. A mistura do ensaio foi de 350 pL de tamp&o acetato pH 4,8 e
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50 pL de cada tratamento, 100 pL de solucdo de p-nitrofosfato 5 mM (p-
NPP). A mistura foi foi incubada a 40°C por 30 minutos e depois interrompida
com um solucdo de 500 pL de NaOH. Em seguida foi feita a leitura no
comprimento de onde de 405 nm;

Atividade de B-1,3 Glucanase: foi determinada mensurando a quantidade de
acgucar redutor liberado do substrato laminarina ($-1,3/ B-1,4 - Sigma). Foram
adicionados 50 pL de cada tratamento a 100 puL de solucdo de laminarina 0,25
%, diluida em tamp&o acetato de sédio 50 mM, pH 5,0°% .Apéds incubacdo da
mistura a 40°C por 1 hora, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de 1 mL de
DNS e foi aquecida em &gua fervente por 5 minutos. A atividade enzimética
foi determinada ap6s a quantificacdo em espectrofotémetro com comprimento
de onda a 550nm e a curva padrao foi feita utilizando glicose. Uma unidade
de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
produzir 1 pmol de acgucar redutor por minuto;

Atividade de Xilanase: a atividade xilanolitica foi determinada pela
metodologia de aclcares redutores®®. Utilizou-se 10 pL de cada tratamento
adicionada em 90 pL de agua destilada, 100 pL de xilana (oat spelts - sigma)
e 350 pL de tampao citrato fosfato 50 mmol.L-1 . A mistura de reacdo foi
incubada a 37°C por 45 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados 500
puL de DNS a mistura, que foi incubada por 5 minutos em agua fervente, com
posterior adicdo de 1000 pL de agua destilada. A atividade enzimatica foi
determinada apds a quantificacdo em espectrofotdbmetro com comprimento de
onda a 540nm e a curva padrdo foi feita utilizando glicose. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria
para formar 1 umol de acucar redutor por minuto;

Atividade de CMCase: determinada pela metodologia de acucares
redutores®®. Utilizou-se 50 pL de cada tratamento adicionada em 50 uL de
agua destilada, 50 pL de xilana (oat spelts - Sigma) e 50 pL de tampado citrato
fosfato 50 mmol.L-1 . A mistura de reag¢do foi incubada a 50°C por 30
minutos. Apoés esse periodo, foram adicionados 300 pL de DNS a mistura, que
foi incubada por 5 minutos em agua fervente, com posterior adicdo de 1050
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pL de 4agua destilada. A atividade enziméatica foi determinada apds a
quantificagdo em espectrofotometro com comprimento de onda a 540nm e a
curva padrdo foi feita utilizando glicose. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
formar 1 pmol de agucar redutor por minuto;

Atividade de FPase: determinada pela metodologia de acglcares redutores®®.
Utilizou-se 50 pL de cada tratamento adicionado em 100 pL de dgua destilada
e 50 pL de tampdo citrato fosfato 50 mmol.L-1 . A mistura de reacdo foi
incubada a 50°C por 60 minutos. Apos esse periodo, foram adicionados 300
puL de DNS a mistura, que foi incubada por 5 minutos em &agua fervente, com
posterior adicdo de 1050 pL de agua destilada. A atividade enzimatica foi
determinada ap06s a quantificacdo em espectrofotdbmetro com comprimento de
onda a 540nm e a curva padrdo foi feita utilizando glicose. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necesséria
para formar 1 umol de acucar redutor por minuto;

Atividade de Amilase: determinada pela metodologia de acuUcares
redutores®®. Foram adicionadas 40 pl de tampédo (acetato de sédio, 50 mM pH
5,5; citrato fosfato, 50 mM pH 6,8 e Kansas, 50 mM pH 6,8) foram
adicionados 60 pl de amostra de cada tratamento e 100 pl de solucédo de
amido 0,5%. Apo6s a mistura ser incubada a 40°C por 20 minutos foram
adicionadas 1000 pl de DNS a mistura, que foi incubada por 10 minutos. A
atividade enzimética foi determinada ap6s a quantificacdo em
espectrofotometro com comprimento de onda a 600nm e a curva padrao foi
feita utilizando glicose. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 pmol de aclcar
redutor por minuto;

Atividade de Protease: foi utilizado o ensaio descrito por Cabral et al®®, no
qual 20 pL de amostra de cada tratamento foram incubados com 40 puL de
tampdo Tris-HCI 50 mM variando o pH entre 5.0 ¢ 40 ul de azocaseina 0,25%
(p/v) a 37 °C por 30 minutos. Foi adicionado 100 pL de acido tricloroacético

10% (p/v) a reagdo e a mesma foi incubada a 4 °C por 10 minutos. AS
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amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos e 100 pl foram

transferidos para uma placa de ELISA seguida pela adi¢cdo de 100 pL de

NaOH 1 M. A absorbancia foi determinada a 405 nm em leitora de

microplacas;

= Atividade de Pectinase: adicionou-se 50 pl de cada tratamento a 100 pl de
pectina 0,5% (dissolvida em tampdao acetato de sédio 50 mmol.L-1, pH 5,5 ¢
citrato fosfato, 50 mmol.L-1, pH, 6,8). Ap6s 30 minutos de incubacdo a 50°

C, a reacdo foi interrompida com 300 pul de DNS e a solugdo mantida em agua

fervente por 10 minutos, com posterior adi¢do de 1,5 mL de agua destilada. A

concentracdo de enzima foi em espectrofotometro com comprimento de onda a

540nm e a curva padrdo foi feita utilizando glicose. Uma unidade de atividade

enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
formar 1 pmol de agucar redutor por minuto.

Além desses ensaios foi realizado a constru¢cdo de um mapa protedmicos em
gel de poliacrilamida (1D) a partir dos sobrenadantes das amostras, 40 pul de cada
amostra foram dialisadas, liofilizadas e precipitadas em TCA/Acetona para a
eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional (1D) na presenga de SDS
(SDS-PAGE), utilizando a metodologia descrita por LAEMMLI (1970). A corrida
ocorreu por um periodo de 3 horas e 110v. Ap6s o termino, o gel foi corado com
Comassie Blue para a visualizacdo das bandas e possivel analise do perfil proteico.
O perfil foi determinado levando em consideracdo apenas a massa molecular.

Os dados foram submetidos a anélise estatistica utilizando-se o software R>° e
as comparacdes entre os tratamentos foram efetuadas de acordo com teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 — Desempenho e rendimento de carcaca de frangos de

corte suplementados com diferentes complexos enzimaticos.

4.1.1 Experimento 1 — Desempenho de frangos de corte suplementados com

diferentes complexos enzimaticos.

Ao avaliar o desempenho aos sete dias de idade observou-se que 0S
diferentes complexos enzimaticos interferiram significativamente (p<0,05) no
peso final, ganho de peso e conversao alimentar. Para as variaveis de consumo de
racdo e viabilidade ndo houve diferencas entre os tratamentos (Tabela 6). Os
dados de mortalidade ndo foram considerados uma vez que a mortalidade foi
minima durante a execucdo da pesquisa.

Pode-se observar que os tratamentos com adi¢cdo de complexos com ou sem
associacdo de uma enzima obtiveram maior peso final aos sete dias, do que o
tratamento controle, sendo o tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal com maior
diferenca, com um aumento de 6,1% (10,03 g) no peso médio final em relacdo ao
controle.

Em relacdo a conversdo alimentar a adicdo de complexos enzimaticos com
ou sem associacdo de uma enzima demonstrou eficacia na melhoria da converséao
alimentar, sendo a menor diferenca de 4,5% (tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel X
tratamento DB), e a maior diferenca de 15,3% (tratamento
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal X tratamento DB). Este fato pode ser explicado por
Sakomura et al®® que descreve que a adicdo de enzimas em animais jovens pode
promover melhoria no aproveitamento dos nutrientes, pois esses animais ainda
estdo com o trato digestério imaturo e com producdo de enzimas enddgenas ainda
em quantidades insuficientes.

Fernandes et al®®

também encontraram diferenca significativa (p<0,05)
com a utilizagdo de um complexo composto por carboidrases e protease em
relagdo ao tratamento controle para a variavel de conversdo alimentar aos sete
dias de idade. Shirmohammad & Mehri® ndo demonstraram significancia (p>0,05)
entre o consumo de racdo e a adi¢cdo de um complexo enzimatico composto por
carboidrases e protease. Em contrapartida, Nascimento®® estudando a utilizacéo

de um complexo enzimatico composto por carboidrases e fitase em frangos de
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corte no periodo de 1 a 7 dias, ndo observou efeito significativo (p>0,05) do
complexo enzimético sobre as variaveis de desempenho.

TABELA 6 - Desempenho de frangos de corte de 1 a 7 dias suplementados
com diferentes complexos enzimaticos!.

Tratamento PMI PF GP CR CA
(9) (9) (9) (9) (9)
DB 36,6 164,3 b 127,7 c 168,3 1,302 a
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 36,5 166,4ab 129,6 bc 161,5 1,244 ab
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 37,2 1744 a 1353 a 166,8 1,217 ab
Phy+Pro+Cho/a-gal 36,9 171,2ab 134,3ab 158,7 1,180 ab
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 37,1 1741 a 136,9 a 156,4 1,136 ab
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 36,9 170,4ab 133,4ac 147,6 1,103 b
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 36,6 171,0ab 136,9 a 151,9 1,127 b
Valor de p 0,434 0,044 0,031 0,739 0,030
CV (%) 1,24 2,67 2,40 7,33 7,87
L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey 5%).

Legenda:

PMI — Peso médio incial; PMF — Peso final; GP — Ganho de peso; CR — Consumo de racdo; CA
— Converséo alimentar;

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.

Carvalho et al®’ estudando dois tipos de complexos enziméaticos, um com
carboidrases, protease com e sem adicdo de xilanase e outro com somente
carboidrases relataram que ndo houve diferencas significativas em relacdo ao
desempenho das aves de 1 a 7 dias, comparado com o tratamento controle.

O desempenho aos 14 dias de idade demonstrou que os diferentes
complexos enzimaticos interferiram significativamente (p<0,05) no peso final e
ganho de peso. Ndo houve diferenca significativa (p>0,05), para o consumo de
racdo e conversdo alimentar (Tabela 7). O peso final aos 14 dias de idade pode
ser levado em conta, devido a grande diferenga numérica em relagdo ao grupo
controle, sendo a menor diferenga (Tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel) de 11,4 g
e maior (Tratamento Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal) de 36,1 g.

Esses dados discordam de Dal6lio®® que ao estudar um complexo composto
por carboidrases e protease ndo apresentaram resultados significantes (p>0,05)
nas caracteristicas de peso final e ganho de peso na fase inicial. Assim também

encontrado por Kaczmarek et al®®

que estudou a associacdo de amilase e protease.
Apesar de ndo ocorrer significancia (p>0,05), é possivel observar que a

adicdo dos complexos enzimaticos nessa fase interferiu positivamente na
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conversdo alimentar, melhorando a relacdo de consumo e ganho de peso, mesmo

que apenas numericamente.

TABELA 7. Desempenho de frangos de corte de 1 a 14 dias alimentados com as
racdes experimentais?.

Tratamento PMI PF GP CR CA

(9) (9) (9) (9) (9)
DB 36,6 464,0 b  427,3 b 577,9 1,339
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 36,5 475,4 ab 438,3ab 599,8 1,341
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 37,2 498,1 a 460,9 a 603,8 1,297
Phy+Pro+Cho/a-gal 36,9 495,8 ab 458,9 ab 603,1 1,292
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 37,1 500,1 a 462,9 a 610,3 1,286
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 36,9 485,7 ab 448,7ab  576,5 1,257
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 36,6 492,8 ab 456,1 ab 585,0 1,264
Valor de p 1,24 0,041 0,037 0,745 0,785

CV (%) 0,43 2,73 2,51 6,50 6,72

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

PMI — Peso médio incial; PMF — Peso final; GP — Ganho de peso; CR — Consumo de racdo; CA
— Converséo alimentar;

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.

Aos 21 dias de idade (Tabela 8) ndo houve diferencas significativas para os
parametros de peso final, ganho de peso, consumo de ragdo, conversdo alimentar
(p>0,05). Dados esses, que concordam com Meneghetti*’ que estudando a
utilizacdo de carboidrases com adicdo de protease e fitase ndo encontram
diferencas significativas (p>0,05) para ganho de peso e consumo de ragao.

J4 de acordo com Francesch & Geraert*® a utilizacdo de um complexo
enzimatico composto por carboidrases e fitase demonstrou melhoria de 24,9% no
ganho de peso e reducéo de 4,36 na conversédo alimentar (p<0,05).

Apesar de estatisticamente ndo apresentarem diferencas de desempenho
entre os tratamentos, numericamente todos os tratamentos que receberam adi¢céo
de complexos enziméaticos com ou sem adi¢do de uma enzima apresentaram peso
médio final maior do que o tratamento controle, sendo o tratamento
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal, o tratamento com maior peso medio final nesta fase.

Em relacédo aos resultados de consumo de racdo, apesar de ndo ter ocorrido
significancia (p>0,05), observa-se um aumento no consumo médio de 2,9%.

70
I

Dados esses que podem ser associados aos relatados por Ritz et a , que

observaram aumento de 4% no consumo de racdo aos 21 dias de idade, em ragdes
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a base de milho e farelo de soja suplementadas com complexos enzimaticos.

Cardoso et al’t

ndo observaram diferencas significativas em relagcdo ao consumo
de racdo e adicdo de complexos enzimaticos ou enzimas isoladas,

independentemente da racdo estar com niveis reduzidos de energia ou nao.

TABELA 8 - Desempenho de frangos de corte de 1 a 21 dias alimentados com as
racdes experimentais?.

Tratamento PMI PF GP CR CA

(9) (9) (9) (9) (9)
DB 36,6 986,6 950,0 1290,4 1,335
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 36,5 999,1 962,0 1341,5 1,369
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 37,2 1010,7 973,5 1336,9 1,352
Phy+Pro+Cho/a-gal 36,9 1003,1  966,2 1328,6 1,328
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 37,1 1022,9  985,7 1339,4 1,330
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 36,9 1019,2 982,2 1314,6 1,325
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 36,6 1004,9 968,2 1309,7 1,329
Valor de p 0,434 0,128 0,133 0,766 0,796
CV(%) 1,24 3,47 3,59 2,99 2,93

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

PMI — Peso médio incial; PMF — Peso final; GP — Ganho de peso; CR — Consumo de racdo; CA
— Converséo alimentar;

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/qg);

CV — Coeficiente de variacéo.

Ao avaliar o desempenho aos 28 dias de idade observou-se que oS
diferentes complexos enzimaticos ndo interferiram significativamente (p>0,05)
no peso final, ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar (Tabela 9).

Estes dados concordam com Rodrigues et al’?

que estudando a suplementacéo
com um complexo composto de carboidrases e protease ndo demonstraram
diferencas significativa (p>0,05) no desempenho em relagdo a mesma fase de
criacéo.

Apesar da ndo significancia (p>0,05) em relacdo ao desempenho,
observou-se que o tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal se destacou entre as
caracteristicas analisadas, apresentando um aumento de 2,27% (35,7 g) no peso
meédio final e diminuicdo de 4,8% na conversdo alimentar, em relacdo ao

tratamento controle.
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TABELA 9 - Desempenho de frangos de corte de 1 a 28 dias alimentados com as
racdes experimentais?,

Tratamento PMI PF GP CR CA

(9) (9) (9) (9) (9)
DB 36,6 1569 1532 2359 1,449
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 36,5 1592 1555 2410 1,431
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 37,2 1604 1567 2348 1,379
Phy+Pro+Cho/a-gal 36,9 1553 1517 2369 1,449
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 37,1 1593 1556 2386 1,403
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 36,9 1584 1547 2362 1,417
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 36,6 1560 1523 2365 1,428
Valor de p 0,434 0,138 0,145 0,790 0,801

CV (%) 1,24 3,90 3,71 3,50 3,71

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

PMI — Peso médio incial; PMF — Peso final; GP — Ganho de peso; CR — Consumo de racéo; CA
— Conversdo alimentar;

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.

Ao avaliar o desempenho aos 35 dias de idade observou-se que 0S
diferentes complexos enzimaticos ndo interferiram significativamente (p>0,05)
no peso final, ganho de peso, consumo de racdo e conversdo alimentar (Tabela
10). Esses dados concordam com Dal6lio®” que ao estudar um complexo
composto por carboidrases e protease ndo demonstrou significancia (p>0,05) nas
caracteristicas de desempenho.

Por outro lado, Carvalho’ avaliando a adicdo de um complexo composto
por fitase, protease, xilanase, B-glucanase, celulase, amilase e pectinase em
racdes para frangos de corte com 35 dias de idade observou que independente dos
niveis nutricionais utilizados, a adicdo do complexo enzimético mostrou-se
eficiente em promover melhorias nos valores de ganho de peso (2,05%) e
conversdo alimentar (1,67%). Ja Ledur’® estudou o mesmo complexo anterior e
observou que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) em nenhuma das
caracteristicas de desempenho aos 35 dias de idade.

Novamente o tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal, demonstrou
resultados numericamente superiores em relacdo ao demais tratamentos,
acrescentando 85 g a mais no peso médio final e reduzindo cerca de 5% na
conversdo alimentar, em relagdo ao tratamento controle, sem adicdo de complexo

enzimatico.
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TABELA 10 - Desempenho de frangos de corte de 1 a 35 dias alimentados com as
racbes experimentais?.

Tratamento PMI PF GP CR CA

()] (9) (9) (9) (9)
DB 36,6 2301 2264 4020 1,684
Phy+Pro +Cho/Pro+Cel 36,5 2324 2287 4062 1,666
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 37,2 2386 2349 3917 1,600
Phy+Pro+Cho/a-gal 36,9 2325 2288 3951 1,628
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 37,1 2343 2306 4002 1,626
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 36,9 2359 2322 4020 1,615
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 36,6 2272 2235 3917 1,655
Valor de p 0,434 0,756 0,675 0,640 0,108

CV (%) 1,24 2,98 2,71 3,50 3,99

1] etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey

, 5%).

Legenda:

PMI — Peso médio incial; PMF — Peso final; GP — Ganho de peso; CR — Consumo de racdo; CA
— Converséo alimentar;

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.

Aos 42 dias de idade observou-se que os diferentes complexos enziméticos
ndo interferiram significativamente (p>0,05) no peso final, ganho de peso,
consumo de racdo e conversdo alimentar (Tabela 11). Estes dados concordam
com Rizzoli’®, que ao utilizar dois tipos de complexos enzimaticos em ragdes
com ou sem redug¢Bes de niveis nutricionais, um complexo com xilanase, amilase
e P-glucanase e outro com amilase e fB-glucanase ndo encontraram efeito
significativo (p>0,05) em relacdo ao consumo de racao.

Estes dados discordam de Barbosa’® que estudando a utilizacdo de um
complexo composto por amilase, protease e xilanase com adigéo isolada de fitase
observaram melhorias na conversdo alimentar (p<0,05) de frangos que receberam
esse tipo de complexo com adigdo de fitase, independentemente do tipo de racgéo,

I”” também encontram efeito

basal ou com reducdo de nutrientes. Sorbara et a
significativo (p<0,05) para conversdo alimentar em frangos de corte
suplementados com a associacdo de xilanse e amilase do que utilizadas
separadamente em uma racdo basal ou com reducdes de niveis.

Apesar de ndo existir diferenca significativa (p>0,05) é possivel notar um
padrdo em que o tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal, composto por dois
complexos enzimaticos, o primeiro com fitase, protease, xilanase, -glucanase,

celulase, amilase, pectinase e o segundo com protease e celulase, além de
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associacdo da enzima a-galactosidase demonstrou maiores valores de peso médio
final desde a quarta (21 dias) até a sexta semana de idade das aves (42 dias).
Além do valor de peso final mais elevado, o tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-
gal também apresentou o menor consumo em relacdo aos demais tratamentos,
consequentemente uma melhor conversdo alimentar.

E possivel que se possa relacionar a maior quantidade de enzimas do
tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal com a melhoria dos pardmetros de
desempenho, isso pode ser explicado pelo principio da utilizagdo dos complexos
enzimaticos que estariam agindo sinergicamente entre os diferentes tipos de
enzimas. Esse principio é descrito por Sakomura et al?® que afirma que a
associacdao de diferentes tipos de enzimas promove melhores resultados de
desempenho, pelo fato de atuarem de forma conjunta e sinérgica, fazendo com
que algumas enzimas degradem componentes dos alimentos, que sofrerdo
posteriormente a acdo de outras enzimas associadas a este complexo enzimatico
ou até das enzimas endogenas.

Porém diante do exposto, embasado cientificamente e teoricamente, ¢é
possivel afirma que o uso de complexos enzimaticos é somente recomendado nas

fases pré incial (1 a 7 dias) e inicial (7 a 14 dias), neste contexto experimental.

TABELA 11. Desempenho de frangos de corte de 1 a 42 dias alimentados com as
racdes experimentais?.

Tratamento PMI PMF GMP CRM CA

(9) (9) (9) (9) (9)
DB 36,6 2895 2859 5184 1,744
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 36,5 2949 2912 5257 1,727
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 37,2 3002 2964 5108 1,654
Phy+Pro+Cho/a-gal 36,9 2899 2862 5169 1,700
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 37,1 2931 2894 5222 1,674
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 36,9 2931 2894 5187 1,680
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 36,6 2922 2885 5147 1,647
CV(%) 0,434 0,888 0,875 0,140 0,108
Valor de p 1,24 2,76 2,79 2,26 3,23

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

PMI — Peso médio incial; PMF — Peso final; GP — Ganho de peso; CR — Consumo de racédo; CA
— Conversédo alimentar;

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.
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4.1.2 Experimento 1 - Rendimento de carcaca de frangos de corte

suplementados com diferentes complexos enziméaticos.

Ao avaliar o rendimento de carcaca aos 42 dias, ndo se observou diferencas
estatisticas (p<0,05), dos principais cortes comerciais, como: coxa e sobrecoxa,
peito e asa, bem como do rendimento de carcaca e da gordura abdominal (Tabelas
12 e 13).

TABELA 12 - Peso dos cortes em frangos alimentados com as diferentes racdes
experimentais aos 42 dias.

Tratamento Asa Pés P/cb Dorso Peito CS GB
(9) (9) (9) (9) (9) (9 (9)
DB 256a 100ab 164 399 a 990 704 47
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 241a 112 a 172 382ab 956 714 45
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 224 a 94,5ab 159 343 ab 945 694 41
Phy+Pro+Cho/a-gal 239a 107 a 170 370ab 947 713 42
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 226 a 96,2ab 159 335 b 918 671 39
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 232a 109 a 178 373 ab 968 716 43
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 222a 87,7 b 152 334 b 956 700 42
Valor de p 0,41 0,04 0,51 0,03 0,68 0,54 0,69
CV (%) 5,72 7,67 7,74 5,70 8,62 5,64 254

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g); CV — Coeficiente de variagdo.

Estes dados concordam com o0s encontrados por Freitas et al’®

que
avaliando a utilizacdo de um complexo enziméatico composto por carboidrases,
fitase e protease sobre o rendimento de carcaca e de coxas+sobrecoxas, nao
encontram significancia (p>0,05) para estas varidveis, porém no mesmo estudo
houve diferenca significativa (p<0,05) para o rendimento de peito, demonstrando
que o tratamento com adicdo do complexo apresentou maior rendimento do que o

grupo controle. Cardoso et al”®

também ndo encontraram diferencas significativas
(p>0,05) em relagdo aos rendimentos de cortes e gordura abdominal em aves
suplementadas ou ndo com complexos enzimaticos provenientes de carboidrases.

Fernandes et al®*

também ndo encontraram diferenca significativa,
utilizando um complexo composto por carboidrases e protease em relagdo ao
rendimento de carcaga, peito, asas e gordura abdominal. Hajati’® estudando

frangos de corte aos 44 dias de idade, suplementados ou ndo com um complexo
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enziméatico composto por carboidrases, observou diferenca significativa (p<0,05),
verificando que a adigdo de tal complexo melhorou o rendimento de carcaca.

Apesar de ndo haver significancia (p>0,05) em relacdo ao rendimento de
gordura abdominal, observou uma melhoria na percentagem de gordura nas aves,
que foram suplementadas com complexos enziméaticos em relacdo ao grupo de
aves que receberam a ragcdo controle. Apontando na direcdo de uma melhor
utilizacdo dos nutrientes da dieta dos tratamentos nos quais houve a inclusdo de
complexos enzimaticos com ou sem adi¢cdo de enzimas isoladamente. Porém este
resultado impede que se forme uma opinido concreta sobre a acdo ou ndo dos
complexos enziméaticos na reducdo de gordura abdominal, devido ao alto
coeficiente de variacdo (25,15) desta variavel.

Em relacdo a concentracdo de gordura abdominal na carcaca, Café et al*®
encontraram efeito significativo (p<0,05) com adi¢do de um complexo enzimatico
composto por xilanase, amilase e protease, observando que o uso deste complexo
aumentou a percentagem de gordura na carcaca comparada ao grupo controle,

sem adi¢cdo do complexo.

TABELA 13 — Valores médio de rendimento de carcaca s/pés, cabeca e pescogo
(RA) rendimento de asa (RA) rendimento de peito (RPE)
rendimento de coxa + sobrecoxa (RCS) e rendimento de gordura
abdominal (RG) de frangos de corte aos 42 dias de idade.

Tratamento RC (%) RA (%) RPE (%) RCS (%) RG. (%)
DB 75,45 10,35 40,01 28,54 1,94
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 74,21 10,13 40,05 30,03 1,89
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 75,24 9,67 40,71 30,02 1,77
Phy+Pro+Cho/a-gal 75,91 10,13 40,66 30,14 1,77
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 74,59 10,04 40,61 29,82 1,75
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 74,37 9,86 41,00 30,43 1,85
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 75,40 9,37 40,77 29,53 1,76
Valor de p 0,494 0,331 0,952 0,215 0,989
CV (%) 2,99 10,40 6,08 5,72 25,15

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.
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4.2. Experimento 2 - Metabolizabilidade dos nutrientes em frangos de corte

suplementados com diferentes complexos enziméaticos.

Os resultados do ensaio de metabolismo referentes a energia metabolizavel
aparente corrigida pelo balanco de nitrogénio, ao balango de nitrogénio e aos
coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca, nitrogénio, proteina bruta ndo
demonstram efeito significativo (p>0,05). Porém o coeficiente de
metabolizabilidade de extrato etéreo houve efeito significativo (p<0,05) entre os
tratamentos (Tabela 14). Esses resultados concordam com o0s encontrados com

Garcia et al®°

que ao estudar o efeito de um complexo composto por carboidrases
e protease ndo observaram efeito significativo (p>0,05) para o coeficiente de
metabolizabilidade da matéria seca (CMMS), coeficiente de metabolizabilidade
da proteina bruta (CMPB) e energia metabolizavel aparente corrigida pelo
balanco de nitrogénio (EMAN).

Rizzoli’* também ndo encontraram efeito significativo (p>0,05) em relacéo
ao CMMS, CMEE e EMAnN em frangos de corte alimentados com rag¢des com
niveis nutricionais reduzidos ou nédo, suplementados com complexos enzimaticos
composto por carboidrases. J& Dourado®’ ao estudar dois tipo complexos
enzimaticos, um com xilanase, amilase e protease, outro com xilanase, pectinase
e B-glucanase com ou sem adicdo de fitase, demonstrou melhora no CMMS nas
aves que receberam racdo suplementadas com estes complexos em relacdo ao
grupo controle. Pessda’® também relatou melhorias na energia metabolizavel
aparente corrigida pelo balanco de nitrogénio e no balanco de nitrogénio em
dietas e no balanco de nitrogénio em aves que foram alimentadas com racdo
contendo um complexo composto por B-glucanase, xilanase, pectinase, protease e
fitase.

Em relagdo ao CMEE observou-se que o0s tratamentos com
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel e Phy+Pro+Cho/a-gal tiveram os melhores coeficiente de
metabolizabilidade, demonstrando um melhor aproveitamento do extrato etéreo,
possivelmente o sinergismo de acdo das enzimas de tais complexos foram mais

eficazes do que as outras enzimas dos demais tratamentos.
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TABELA 14 - Coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca (CMMS), do
nitrogénio (CMN), do extrato etéreo (CMEE), energia
metabolizavel aparente corrigida pelo balanco de nitrogénio
(CMEMAN) e o balanco de nitrogénio (BN).

Tratamento CMMS CMN CMEE EMAnN BN

(%) (%) (%) (kcal/kgMS)  (9)
DB 76,46 67,99 83,35 b 3.120 43,52
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel 77,78 67,71 86,21 a 3.095 45,80
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal 75,46 65,12 82,43 b 3.016 41,49
Phy+Pro+Cho/a-gal 76,46 68,43 86,21 a 3.035 49,72
Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal 78,13 67,26 83,39 b 3.087 44,37
Xly+Amy+Pro/PhyC/a-gal 76,35 67,42 78,79 c 3.045 44,11
Xly+Amy+Pro/PhyD/a-gal 74,79 64,58 78,27 C 2.994 44,12
Valor de p 0,624 0,720 <0,001 0,210 0,067
CV (%) 3,49 5,64 2,45 2,73 7,36

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Legenda:

DB - Dieta basal; Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho -
Carboidrases; a-gal — a-galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000
FTU/g); PhyD 6-Fitase (5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo.

4.3 Experimento 3 - Ensaio In Vitro — Realizacdo de diferentes ensaios
enzimaticos nos complexos enzimaticos e enzimas utilizadas nos experimentos

In Vivo..
4.3.1 Determinacdo de proteina total das amostras.

A determinacdo de proteina total no sobrenadante das amostras mostrou
uma diferenca significativa (p<0,05), demonstrando que a amostra PhyC
apresentou maior concentracdo de proteina (Tabela 15). Este experimento foi
realizado com o objetivo de avaliar a solubilidade das proteinas contidas em cada
amostra. Cabe ressaltar que nem todas as proteinas detectadas representam as

enzimas, pois parte delas devem pertencer aos veiculos.

TABELA 15 — Atividade de proteina total nos complexos e enzimas utilizadas
nos experimentos In Vivo®.

Tratamento Proteina Total (mg/ml)
Phy+Pro+Cho 38,66 £ 6,46 b
Pro+Cel 12,54 + 1,18 ¢
Xly+Ami+Pro 16,26 + 3,03 c
a-gal 6,75+ 0,92 c

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).
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TABELA 15 — Atividade de proteina soluvel nos complexos e enzimas utilizadas
nos experimentos In Vivo® (continuacéo).

PhyB 19,35+ 0,79 ¢

PhyC 96,77 £ 1,31 a

PhyD 32,22 £ 2,63 b
Valor de p <0.001

CV (%) 9,41

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/q);

CV - Coeficiente de variacdo

4.3.2 Determinacdo de acucar redutor.

A determinacdo de acUcar redutor (AR) foi realizada para avaliar a
quantidade de acucares presentes nos sobrenadantes das amostras enzimaticas.
Observamos que uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,
demonstrando que a amostra Phy+Pro+Cho e a amostra PhyD apresentaram a
maior concentracdo de AR (Tabela 16).

A quantificacdo de AR é um pardmetro fundamental para avaliar a
atividade das enzimas, visto que podem inibir a atividade de algumas enzimas
utilizadas neste trabalho (ex: amilase, celulase, xilanase ¢ B-1,3-glucanase). Por
este motivo todas as amostras foram dialisadas contra agua para retira o AR
presente nas amostras. Nossos dados também mostraram que a dialise foi
eficiente, visto que houve uma reducdo significativa de AR em todas as amostras

TABELA 16 — Atividade de acUcar redutor nos complexos e enzimas utilizadas
nos experimentos In Vivo',

Tratamento Acucar redutor total Acucar redutor apdés dialise
(mg/ml) (mg/ml)
Phy+Pro+Cho 37,44 £ 0,16 a 0,07 £ 0,01 d
Pro+Cel 0,00 =+ ND 0,00 £ ND
Xly+Ami+Pro 17,82 £ 0,78 ¢ 0,00 £ ND
a-gal 1,41 £ 0,37 d 0,00 + ND
PhyB 17,57 £ 0,13 ¢ 0,57 £ 0,02 c
PhyC 33,92 +1,43b 0,70+ 0,09 b
PhyD 36,76 £ 1,54 a 2,06+ 0,10 a
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 3,79 8,04

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

ND — Desvio ndo detectado

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo
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4.3.3 Determinacio da atividade de B-1,3-glucanase.

A avaliacdo da atividade enzimética de B-1,3-glucanase demonstrou que
houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras, com maior
atividade na amostra Phy+Pro+Cho (Tabela 17). Este resultado confirma os
niveis de garantia do produto fornecido, onde apresenta atividade de p-1,3-
glucanase na sua formulagao.

B-1,3-Glucanases sdo enzimas que hidrolisam liga¢des glicosidicas do tipo
B-1,3 presentes em B-D-glucanas, liberando glicose como produto principal®:. A
viscosidade é um dos maiores efeitos dos p-glucanos, adicionando assim, a
enzima B-1,3-glucanase com objetivo de diminuir os efeitos negativos dos fB-
glucanos, através da diminuicdo do seu grau de polimerizagcdo, o que contribui
para a diminuicdo da viscosidade do contetdo digestivo?®’.

Outra forma de determinar a atividade de uma enzima é por atividade
especifica (U/mg de proteina). Neste caso a quantidade de proteina total das
amostras tem uma importancia fundamental. Coincidentemente, a maior atividade
especifica encontrada foi da amostra Phy+Pro+Cho (TABELA 17).
Particularmente, o fato da amostra Phy+Pro+Cho ter demonstrado maior
atividade para esse ensaio € de que este complexo apresenta em sua juncdo de
enzimas pertencentes ao grupo de carboidratases (Cho), a enzima f-1,3-

glucanase, comprovando assim a maior atividade.

TABELA 17 - Atividade de B-glucanase das amostras de complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo®'.

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho 6,98 + 0,30 a 180,67 + 9,80 a
Pro+Cel 0,36 +0,00d 29,09 £ 0,24 d
Xly+Ami+Pro 295+0,12 b 17,86 + 0,75 ¢
a-gal 0,28 + 0,00 d 43,81+ 1,25¢
PhyB 0,89+0,20 c 46,45 £ 1,51 ¢c
PhyC 1,21 + 0,06 ¢ 12,58 + 0,66 e
PhyD 3,33+ 0,40 b 102,64 £ 14,6 b
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 10,25 10,86

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/q);

CV — Coeficiente de variacéo
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4.3.4 Determinacgdo de Xilanase.

A avaliacdo da atividade enzimatica e atividade especifica de xilanase
demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,
com maior atividade da amostra Xly+Ami+Pro, seguida da amostra Phy+Pro+Cho
(Tabela 17). Estes resultados confirmam os niveis de garantia do produto
fornecido, onde apresenta uma maior atividade de xilanase das amostras
Xly+Ami+Pro na sua formulacdo. Entretanto, todas as mostras apresentaram
atividade de xilanase, o que em alguns casos ndo sdo relatas nos niveis de
garantia dos produtos.

As xilanases sdo responsaveis pela degradacdo de arabinoxilanas presentes
na parede das células vegetais que sdo parcialmente soliveis em agua, e na forma
hidratada resulta em uma solucdo aquosa altamente viscosa®?. Portanto quanto
maior a atividade de xilanase nos tratamentos, maior serd a degradacdo desses
compostos nos alimentos utilizados, melhorando assim a disponibilidade dos
nutrientes®’.

Schoulten et al®®

avaliando um dieta com base em milho, farelo de soja e
farelo de arroz com inclusdo de xilanase observou efeito significativa (p<0,01)
para desempenho, demonstrando a efetividade da xilanase em reduzir os efeitos

negativos provocados pelos polissacarideos ndo-amidicos do farelo de arroz.

TABELA 18 - Atividade de Xilanase das amostras de complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo’.

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho 146,8 £ 0,63 b 3797 £ 16,48 b
Pro+Cel 18,77 + 1,88 e 1497 £ 150,6 e
Xly+Ami+Pro 153,6 £ 0,21 a 9449 + 13,19 a
a-gal 20,33+ 0,87 e 3012+ 1299 ¢
PhyB 42,86 + 1,50 d 2215+ 77,82 d
PhyC 16,44 + 0,66 f 169 £ 6,90 f
PhyD 68,95 + 1,40 ¢ 2140 + 43,48 d
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 10,25 2,60

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase

(5000 U/g);
CV - Coeficiente de variacdo
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4.3.5 Determinacgdo de CMCase.

A avaliacdo da atividade enzimatica e atividade especifica de CMCase
demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,
com maior atividade das amostras o-gal e Phy D (Tabela 19). Visto isso, 0s
valores elevados nas amostras de a-gal e PhyD néo correspondem aos descritos
nos niveis de garantia do produto fornecido, pois apresentam apenas atividades
de a-galactosidade e fitase.

A atividade de CMCase, representa a dosagem de endoglucanases. As
endoglucanases sdo enzimas capazes de hidrolisar a celulose (tipo de
polissacarideo n&o amilaceo) liberando oligossacarideos soltveis®*. O fato de
estas amostras apresentarem atividade de CMCase ndo é um problema, visto que

as amostras podem apresentar maior capacidade de degradacédo da celulose.

TABELA 19 - Atividade de CMCase das amostras de complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo'.

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho 3,67+0,21b 94,93 +5,47 ¢
Pro+Cel 0,89+ 0,08 c 71,55 + 6,82 d
Xly+Ami+Pro 1,08+ 0,12 ¢ 66,42 + 6,51 d
a-gal 4,18 + 0,22 a 619 £ 32,9 a
PhyB 0,91+0,74 c 47,14 + 38,2 d
PhyC 1,26 £ 0,10 ¢ 13,08 + 1,09 e
PhyD 448 +0,45 a 139,2+14,1b
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 10,25 13,47

1] etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/g);

CV — Coeficiente de variacéo

4.3.6 Determinacdo de FPase.

A avaliacdo da atividade enzimatica e atividade especifica de FPase
demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,
com maior atividade nas amostras de Xly+Ami+Pro, seguido pela amostra a-gal
(Tabela 20). Estes resultados discordam das informacdes descritas nos niveis de

garantia de ambos os produtos. As amostras que realmente apresentam celulase



43

em sua composicdo apresentaram valores inferiores comparados a estas descritas
acima.

De acordo com Vilela®® a atividade de FPase expressa a atividade de
celulase total (endoglucanases, exoglucanases, f-glicosidades), que é responsavel
por degradar a celulose em glicose. Maiores valores de atividade para FPase
podem representar maior concentracdo das enzimas endoglucanases,
exoglucanases e B-glicosidades, o que pode favorecer a degradacdo da celulose

pela enzima ou complexo enzimatico.

TABELA 20 - Atividade de FPase nas amostras dos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo’.

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho 1,10+ 0,78 b 28,59 +1,80¢c
Pro+Cel 0,32+ 0,40 b 26,28 + 13,5 ¢
Xly+Ami+Pro 540+ 1,04 a 332 +64,5a
a-gal 1,27+ 0,62 b 206 + 116 b
PhyB 0,76 £ 0,03 b 39,48 £32,1b
PhyC 0,41+0,17b 4,27 £0,39¢c
PhyD 0,81 +£0,06 b 25,15+ 12,6 ¢
Valor de p <0,001 <0,001
CV (%) 20,60 55,08

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/qg);

CV - Coeficiente de variacéo

4.3.7 Determinacdo de Amilase.

A avaliacdo da atividade enzimética e atividade especifica de Amilase
demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras,
demonstrando maior atividade na amostra Pro+Cel (Tabela 21). Este resultado
discorda dos niveis de garantia do produto fornecido, que relata ter apenas
protease e celulase nesta amostra. A alta atividade de amilase encontrada pode
ser devido aos processos de producédo destas enzimas.

A amostra PhyC também demonstra contradigdo quando comparada as
informacdes contidas no rotulo desta, apresentando alto valor de atividade
especifica para amilase, enquanto a sua composicdo ¢ uma fitase. Outra amostra
discrepante também ¢é proveniente de uma fitase, a amostra PhyD, que também

ndo apresenta informacgdes sobre amilase no rotulo.
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A amilase, também chamada de diastase, é uma enzima que catalisa a
liberacdo das ligagdes glicosidicas 1-4 do amido e glicogénio®®. Ou seja, quanto
maior a concentracdo de amilase no complexo ou enzima, mais rapidamente sera
o tempo de hidrolise do amido. Gracia et al®® avaliando a inclusdo de amilase em
dietas a base de milho, observou diferenca significativa (p<0,05) em relacédo a
conversdao alimentar do grupo suplementado com amilase ao grupo controle,

demonstrando a eficiéncia da amilase em melhorar a conversdo alimentar.

TABELA 21 - Atividade de Amilase nas amostras dos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo'.

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho 3,23+0,13 ¢ 83.73+3,49D
Pro+Cel 15,2+ 0,08 a 1213 £28,6 b
Xly+Ami+Pro 0,90 £ 0,60 e 55,51 + 3,74 ¢
a-gal 0,02+ 0,01f 4,23 +1,54d
PhyB 0,02 £ 0,07 f 1,10 + 0,37 d
PhyC 8,32+0,42 Db 86,05+ 4,34 b
PhyD 1,32 +£0,05d 41,13 +£1,62¢c
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 5,23 5,25

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/qg);

CV - Coeficiente de variacéo

4.3.8 Determinacdo de Pectinase

A avaliacdo da atividade enziméatica e atividade especifica de Pectinase
demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05), entre as amostras,
demonstrando o maior valor na amostra Xly+Ami+Pro (Tabela 22). Estes
resultados discordam das informagGes dispostas nos niveis de garantia do produto
fornecido, pois ndo existe informacdo da presenca de pectinase na sua formula
basica.

Outras amostras também demonstraram altos valores de atividade
especifica de pectinase, a amostra de Pro+Cel ndo demonstra em seus niveis de
garantia a presenca de pectinase, assim como a amostra de Phy B que apresenta
valor expressivo, apresentando em seus niveis de garantia do produto somente a

enzima fitase.
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Pectinases sdo enzimas que atuam sobre a pectina, um polissacarideo
presente na parede celular vegetal®’. Possivelmente, quanto maior a concentracio
de pectinase nos complexos ou enzimas, maior sera a degradacdo de pectina.

Igbasan et al®®

apesar de ndo constatarem diferencas significativas (p>0,05),
demonstraram que a adi¢do de pectinases em racOes a base de milho apresentaram
um tendéncia de valores maiores de peso médio aos 16 dias de idade do que o

grupo controle.

TABELA 22 - Atividade de Pectinase nas amostras dos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo®

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho 529+0,49 b 153,8 + 12,8 ¢
Pro+Cel 450+0,51¢c 359,5+40,8b
Xly+Ami+Pro 7,18 £ 0,52 a 4417 £+ 32,4 a
a-gal 0,00 £ ND 0,00 + ND
PhyB 2,55+ 0,61d 131,8 + 31,6 d
PhyC 0,79 £ 0,63 e 8,217 £ 6,55 b
PhyD 1,44+ 0,39 ¢ 44,87 £ 12,3 ¢
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 14,34 13,75

1L etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/qg);

CV - Coeficiente de variacéo

4.3.9 Determinacado de Fosfatase acida.

A avaliacdo da atividade enzimética e atividade especificam de fosfatase
acida demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as
amostras. A amostra Phy+Pro+Cho foi a que apresentou uma maior atividade de
fosfatase acida (Tabela 23). Este resultado concorda com as informacdes contidas
nos niveis de garantia do produto fornecido. Também foi observado que as
amostras PhyB, PhyC e Phy D néo apresentaram valores consideraveis de
fosfatase acida.

As enzimas denominadas de fosfatase acida tem a capacidade de remover
grupos fosfato de uma grande diversidade de moléculas®®. O fésforo de origem
vegetal esta normalmente na forma de fitato, molécula formada por um anel de
inositol com seis grupos fosfatos. A maior concentragdo de fosfatase acida em
uma amostra podera causar um maior hidrolise dos grupos fosfatos do fitato, e
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consequentemente melhorando o desempenho animal. A fitase € uma fosfatase

que catalisa o desdobramento do radical fosfatado do inositol, liberando o grupo
fosfato?’.
|43

Branddo et al™ avaliando a utilizacdo de fitase sobre o desempenho de

frangos de corte, encontrou efeitos significativo (p<0,05), demonstrando maior
ganho de peso as aves que foram suplementadas com fitase em relagdo ao grupo
controle. Costa et al*® também observaram efeitos significativos ao utilizar
fitase, demonstrando melhores resultados de ganho de peso e conversdo alimentar

aos 7 dias de idade em relacdo ao grupo controle.

TABELA 23 - Atividade de Fosfatase nas amostras dos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo’.

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho ,1.91+ 0,05 a 50,56 + 1,37 a
Pro+Cel 0,11 £ 0,001 d 9,55+ 0,13 ¢
Xly+Ami+Pro 0,013 £ 0,009 e 0,84 + 0,56 e
a-gal 0,10+ 0,01 d 1493+1,85D
PhyB 0,01+ 0,01 e 0,77+ 0,61 ¢
PhyC 0,57+0,01 b 593+0,17d
PhyD 0,28 + 0,007 c 8,83+ 0,24 ¢
Valor de p <0,001 <0,001
CV(%) 5,14 7,17

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica significativa (Tukey, 5%).
Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-

galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/g):

CV — Coeficiente de variagéo

4.3.10 Determinacdo de Protease

A avaliacdo da atividade enzimatica e atividade especifica de Protease
demonstrou que houve uma diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras.
A amostra Phy+Pro+Cho apresentou a maior atividade enzimatica, porém a
amostra a-gal demonstrou maior atividade especifica (Tabela 23). Estes dados
discordam dos dados apresentados nos niveis de garantia do produto.

As proteases sdo enzimas que catalisam reacdes de hidrolise de proteinas
liberando peptideos e aminoacidos®. As proteases podem aumentar a
digestibilidade dos aminoéacidos e reduzir a excrecdo de nitrogénio®’. Uma maior
concentracdo de protease nos complexos ou enzimas estudados pode influenciar

positivamente no desempenho das aves. Mayorga® observou efeito positivo no
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ganho de peso e conversdo alimentar aos 14 dias de idade em frangos

suplementados com protease em relagdo ao grupo controle.

TABELA 24 - Atividade de Protease nas amostras dos complexos e enzimas
utilizadas nos experimentos In Vivo®

Tratamento Atividade enzimatica Atividade especifica
(mg/ml) (U/mg de Proteina)
Phy+Pro+Cho , 0,93+0,03 a 24,07+0,91d
Pro+Cel 0,75+ 0,17 b 60,34+ 14,1 b
Xly+Ami+Pro 0,60 + 0,008 b 37,17 £ 0,50 ¢
a-gal 0,63+0,02 b 93,66 £ 4,07 a
PhyC 0,88 + 0,006 a 9,18+ 0,17 e
PhyD 0,61+0,01 b 9,05 + 0,56 d
Valor de p <0,001 <0,001
CV (%) 9,72 14,21

1 etras diferentes nas colunas indicam diferenga estatistica significativa (Tukey, 5%).

Phy — Fitase; Pro — Protease; Cel — Celulase; Xly — Xilanase; Cho — Carboidrases; a-gal — a-
galactosidase; PhyB — 6-Fitase (5000 U/g); PhyC — 3-Fitase (10.000 FTU/g); PhyD 6-Fitase
(5000 U/qg);

CV - Coeficiente de variacéo

Com base nos resultados desses ensaios podemos entender parte dos

resultados de desempenho, onde demonstraram que 0s tratamentos
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal e Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal apresentaram efeitos
significativos (p<0,05) em relagdo aos demais tratamentos até os 14 dias de
idade.

O tratamento Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal utilizado nos experimentos In
Vivo foi composto pelo complexo Phy+Pro+Cho que apresentou maiores valores
de atividade especifica para p-1,3-glucanase (40% maior do que a segunda maior
atividade especifica) e fosfatase acida (70% maior do que a segunda maior
atividade), pelo complexo Pro+Cel que apresentou maior atividade especifica
para Amilase (90% maior do que a segunda maior atividade) e pela a enzima a-
gal que apresentou maior atividade especifica de Protease (35% maior do que a
segunda maior atividade especifica).

J& o tratamento Xly+Amy+Pro/PhyB/a-gal utilizado nos experimentos In
Vivo foi composto pelo complexo Xly+Amy+Pro que apresentou maior atividade
especifica de Xilanase (60% maior do que a segunda maior atividade especifica),
FPase (37% maior do que a segunda maior atividade especifica) e Pectinase (22%

maior do que a segunda maior atividade) e pela enzima a-gal que apresentou
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maior atividade especifica de Protease (35% maior do que a segunda maior
atividade especifica).

E importante ressaltar que sempre que um desses complexos
(Phy+Pro+Cho, Pro+Cel, Xly+Amy+Pro) ¢ a enzima o-gal apresentavam maiores
valores de atividade nos ensaios, a segunda maior atividade especifica estava
relacionada aos mesmos citados acima, sendo observada excecdes no valor de
atividade especifica de CMCase, onde a amostra PhyD apresentou maior valor e
no ensaio de B-1,3-glucanase, apresentando a segunda maior atividade especifica,
outra excegcdo é a amostra de PhyC que apresentou o segundo maior valor de
atividade especifica no ensaio de Amilase.

KDa
97

45
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20

Figura 3 - Eletroforese desnaturante realizada sobre as amostras dos produtos.
Legenda: 01- a-gal; 02 — Pro+Cel; 03 — PhyC; 04 — PhyD; 05 — Phy+Pro+Cho; 06
— Xly+Ami+Pro; 07 — PhyD.
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5. CONCLUSAO

A inclusdo dos complexos enzimaticos Phy+Pro+Cho/Pro+Cel/a-gal e
Xly+Amy+Pro/PhyB/ a-gal nas ra¢gdes pode ser utilizada até aos 14 dias de idade
com o objetivo de melhorar o peso final e ganho de peso. No objetivo de
melhoria do CMEE na fase de crescimento, 0s complexos enziméaticos
Phy+Pro+Cho/Pro+Cel e Phy+Pro+Cho/a-gal podem ser utilizados como
alternativa.

Os ensaios In Vitro realizados podem direcionar a utilizacdo dos
complexos e enzimas estudadas nesse trabalho para futuros trabalhos com
diferentes fontes de alimentos em diferentes fases, podendo evidenciar ainda

mais os efeitos da suplementacdo enzimatica.
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