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Resumo

FARIAS, T. V. A. Xilanase, fitase e protease isoladas e associadas em dietas com ajustes
nutricionais para suinos machos castrados dos 30 aos 100 kg. 2021. 72f. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2021.

As enzimas enddgenas dos animais sdo capazes de quebrar os alimentos em moléculas
menores que fornecem nutrientes para o aproveitamento dos animais. Porém, este
processo ndo é totalmente eficiente, pois alguns ingredientes utilizados possuem fatores
antinutriconais indigestiveis pelos animais. Além disso, algumas enzimas nao sdo
sintetizadas pelos suinos em quantidades suficientes para a quebra destes e outros
componentes presentes nas dietas. Neste sentido, realizou-se este estudo com o objetivo
de avaliar a inclusdo da xilanase, fitase e protease isoladas e associadas na dieta de
suinos machos castrados dos 30 aos 100 kg sobre o desempenho e caracteristicas de
carcacga. Foram utilizados 120 suinos machos castrados, distribuidos em delineamento
em blocos ao acaso, com seis dietas sendo controle positivo (CP): dieta formulada para
atender as exigéncias nutricionais e sem enzimas; xilanase: dieta com xilanase e ajuste
da matriz nutricional; protease: dieta com protease e ajuste da matriz nutricional; fitase:
dieta com fitase e ajuste da matriz nutricional; blend: dieta com xilanase, protease e
fitase associada com os ajustes da matriz nutricional; e controle negativo (CN): dieta sem
enzimas mantendo os ajustes nutricionais da dieta blend, com dez repeti¢cdoes de dois
animais por unidade experimental. Dietas contendo xilanase, protease, fitase e o blend
proporcionaram (P>0,05) desempenho e caracteristicas de carcaca similares a dieta CN.
Concluiu-se que é possivel reduzir a matriz nutricional das dietas com a inclusdo de
xilanase, protease, fitase isoladas ou associadas sem prejudicar o desempenho e as

caracteristicas de carcaga dos suinos.

Palavras-chave: aminodcidos, blend, energia, enzimas, fésforo, matriz nutricional
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Abstract

FARIAS, T. V. A. Xylanase, phytase and protease isolated and associated in diets with
nutritional adjustments for barrows from 30 to 100 kg. 2021. 72f. Thesis (Doctorate) -
Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science, Federal University of Mato Grosso

do Sul, Campo Grande, MS, 2021.

Animal endogenous enzymes are capable of breaking down feed into smaller molecules
that provide nutrients for the animals to use. However, this process is not fully efficient,
as some ingredients used have antinutritional factors indigestible for animals.
Furthermore, some enzymes are not synthesized by pigs in the amounts necessary to
break down these and other components present in the diet. The objective of this study
was to evaluate the inclusion of isolated and associated xylanase, phytase and protease
on the performance and carcass traits in the diet of barrows from 30 to 100 kg. A total of
120 animals were distributed in a randomized block design, with six diets (positive
control (PC): diet formulated to meet nutritional requirements and without enzymes;
xylanase: diet with xylanase and adjustment of the nutritional matrix; protease: diet
with protease and adjustment of the nutritional matrix; phytase: diet with phytase and
adjustment of the nutritional matrix; blend: diet with xylanase, protease and phytase
associated with the adjustments of the nutritional matrix; and negative control (NC):
diet without enzymes maintaining nutritional adjustments of the blend diet), with ten
replicates of two animals per experimental unit. Diets containing xylanase, protease,
phytase and the blend provided (P> 0.05) performance and carcass characteristics
similar to the CN diet. It was concluded that it is possible to reduce the nutritional
matrix of the diets with the inclusion of xylanase, protease, complete or associated

phytase without prejudice to performance and as carcass characteristics of pigs.

Keywords: amino acids, blend, energy, enzymes, nutritional matrix, phosphorus
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INTRODUCAO

Na producido de suinos a alimentacdo representa em torno de 64 a 72 % dos
custos de producdo (Teagasc, 2016). Além disso, alguns ingredientes utilizados na
formulacao das dietas contém fatores antinutricionais, que sdo compostos que reduzem
o valor nutritivo, interferem na digestibilidade, absor¢ao ou utilizagdo dos nutrientes
pelos animais (Andrade et al., 2015).

Os principais fatores antinutricionais presentes em dietas a base de milho e farelo
de soja sdo os polissacarideos ndo amilaceos, o acido fitico e as antiproteases. Esses
compostos aumentam a viscosidade das dietas (Brito et al., 2008), indisponibilizam o
fosforo (Rostagno et al, 2011) e prejudicam a atividade enddgena de enzimas
proteoliticas, (Lingaraju e Gowda, 2008) respectivamente.

A suplementagdo de dietas para suinos com enzimas exdgenas tem sido sugerida
como ferramenta para melhorar a eficiéncia alimentar, através da hidrélise de
elementos quimicos especificos que nao sao degradados pelas enzimas endogenas dos
suinos (Adeola e Cowieson, 2011).

As enzimas também podem aumentar a digestibilidade dos nutrientes das dietas,
diminuir a excre¢do de nutrientes e minimizar a poluicio ambiental (Varley et al.,, 2011;
Childers et al., 2011), bem como manter o desempenho dos animais alimentados com
dietas contendo menor concentracao de nutrientes (Wu et al., 2018), além de reduzir os
custos com alimentacao (Li et al., 2014; Bavaresco et al., 2020).

Contudo, na literatura, ha diversos estudos com a utilizacdo de enzimas na
nutricdo de suinos, porém a maioria avalia o efeito das enzimas isoladamente. Portanto,
realizou-se este estudo com o objetivo de avaliar a inclusdo da xilanase, fitase e protease
de forma isolada e associadas, na dieta de suinos machos castrados dos 30 aos 100 kg,

sobre o desempenho e caracteristicas de carcaca.
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1 Fatores antinutriconais

Os fatores antinutricionais sdo exclusivamente produzidos pelos vegetais como
mecanismo de defesa quanto a agentes externos, por meio do bloqueio de alguns
compostos que possam vir a causar algum dano a planta. No entanto, do ponto de vista
da alimentacdo animal, geralmente a presenca desses fatores levam a prejuizos na
digestao e absorc¢ao de nutrientes (Souza et al.,, 2019).

De forma geral, quando se fala em alimentos, em especial milho e farelo soja que
sdo amplamente utilizados na nutricdo de ndo ruminantes, sdo encontrados além de
nutrientes essenciais para os animais a presenca de fatores antinutriconais. Compostos
como os polissacarideos ndo amilaceos (PNA’s), o acido fitico, e os inibidores de
proteases, sendo estes responsaveis por interferirem negativamente no aproveitamento

de nutrientes pelos animais.

1.1 Polissacarideos nio amilaceos (PNA’s)

Os PNA’s sdo os principais componentes da fibra dietética presentes em cereais, e
suas unidades formadoras sdo unidas por ligacdes do tipo beta, o que os torna
indigestiveis para os animais. Os PNA’s (Tabela 1) podem ser subdivididos em soluveis e
insoluveis, ou seja, sua classificacdo esta relacionada a solubilidade em agua e solu¢des
alcalinas (Albersheim et al., 2011).

A celulose, [-glucanos e arabinoxilanos sdo os principais polissacarideos da
parede celular de graos. A celulose é um polimero de glicose unido por ligacdes 3-1,4-
glicosidicas, e por conta de sua estrutura retém diversos nutrientes, além de dificultar o
contato de enzimas enddgenas com o alimento (Sakomura et al.,, 2014). Os - glucanos
sdo formados por cadeias laterais do tipo -1,3 e B-1,4, que sdo responsaveis por
impedir a formacdo de fibras. Em relagdo aos arabinoxilanos (pentosas), entende-se que
sdo compostos principalmente por duas pentoses, sendo arabinose e xilose, e sdo
basicamente formadas por uma estrutura linear de xiloses com ligacdes 3-1,4 e uma
cadeia lateral de arabinose com ligagdes [-1,3. Essas fracdes de [-glucano e
arabinoxilana se tornardo soluveis depois da digestao, causando aumento na viscosidade
da digesta, e consequentemente ma absorcdo dos nutrientes, crescimento microbiano

nocivo no intestino delgado e baixa produtividade animal (Tavernari et al., 2008).



2 Tabela1 - Classificacdo de PNA's

. Residuo L .
Categoria . . Ligacao Alimentos
monomeérico
Cereais (cevada,
milho, trigo) e
Celulose Glicose B-(1-4) leguminosas (soja,

caroco de algodao,
canola)

Polimeros nio

13

celuloliticos
o Arabinosee  B-(1-4) - unidades (.Ierealst (cevad.a,
Arabinoxilanos . . : milho, trigo, aveia e
xilose de xilose ligadas
sorgo)
B-glucanos de ligacdo mista Glicose B-(1-3) e B-(1-4) Cevada e aveia
Polissacarideos pécticos
Arabinanas Arabinose a-(1-5) Subprodu.tos de
cerais
Galactanos Galactose B-(1-4) Tremoco, soja
Arabinose e Graos de
Arabinogal ipo 1 -(1-4
rabinogalactanos (tipo 1) galactose B-(1-4) leguminosas
Arabi
Arabinogalactanos (tipo 2) rabinose e B-(1-3,6) Canola
galactose
3  Fonte: Sinhaetal. (2011).
4
5 Os suinos ndo sintetizam enzimas capazes de quebrar as ligacdes que formam os
6 PNA’s, e por isso sdo considerados fatores antinutricionais quando ingeridos pelos
7 animais, sendo que no trato gastrintestinal favorecem a formacdo de complexos
8 aumentando a viscosidade da dieta, o que impede a acao das enzimas digestiveis sobre o
9 alimento, dificultando a absorg¢do dos nutrientes (Brito et al., 2008).
10 Este prejuizo na absorcao de nutrientes ocorre pelo aumento da viscosidade da

11  dieta, levando a mudancas no pH intestinal (Lindeberg, 2014). Consequentemente

12 secrecdes enddgenas dos hormonios como secretina e colecistoquinina ndo sao

13 produzidas em quantidade suficientes prejudicando a secrecdo de enzimas como

14  amilase, tripsina, lipase, além de outras substancias como sais biliares, maltase, sacarase

15 e aminopeptidase (Chamone et al., 2010), importantes no processo de digestao.
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1.2 Molécula de acido fitico

O fosforo é o segundo mineral encontrado em maior quantidade no corpo e é um
macro mineral essencial para suinos (Zhang et al., 2010). No metabolismo é importante
para a formag¢do e manuteng¢ao dos ossos e dentes, esta diretamente relacionado com a
absorcdo de calcio, armazenamento de energia (AMP, ADP e ATP), compdem a estrutura
do DNA e RNA, manutencdo do equilibrio homeostatico, e participa de processos
enzimaticos (Lenhinger et al, 2002), além de ser o mineral mais oneroso nas
formulagdes das racdes (Figuereido et al., 2000).

Sabe-se que grande parte do fésforo esta acumulado na célula vegetal na forma
de acido fitico. No entanto, sua disponibilidade, ou seja, o que estd de forma acessivel
para os animais nos alimentos de origem vegetal é baixa, pois, cerca de 70% do fésforo é
aprisionado na molécula de acido fitico (Rostagno et al., 2011).

Em consequéncia, a absorc¢ao de fosforo é prejudicada, uma vez que suinos e aves
ndo possuem fitase enddgena para a hidrélise dessa complexa molécula, sendo
necessaria outra fonte de suplementacdo de fosforo para atender as exigéncias
nutricionais. Geralmente, a principal fonte de fé6sforo na alimentagao de aves e suinos é o
fosfato bicalcico, pois € 100% disponivel para os animais e por isso, usado amplamente
nas dietas de ndao ruminantes (Rostagno et al., 2017).

O acido fitico é formado por seis grupos fosfato ligados negativamente a 12
atomos de hidrogénio e um anel de inositol (IP6) (Figura 1), formando em suas regides
negativas sais insoluveis, denominados fitatos associados a outros nutrientes como Ca+,
K+, Mg++, Zn+, Fe+, e Mn++ (Lott et al., 2000), sendo, portanto, considerado um fator

antinutricional em ingredientes de origem vegetal.
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Figura 1. Estrutura da molécula de acido fitico.

Em geral, para ndo ruminantes, o milho e farelo de soja sdo os principais
componentes utilizados nas dietas e podem conter aproximadamente de 2,5 g/kg de
fosforo fitico ou 8,9 g/kg na forma de acido fitico (Selle et al., 2000), sendo que no milho
90% estd principalmente armazenado na camada de aleurona, e na soja parece ndo
haver local especifico (Steiner et al., 2007).

O fitato é considerado fator antinutricional para aves e suinos, pois retém o
fosforo, reage com outros nutrientes dos alimentos no trato digestoério dos animais,
particularmente em baixo pH, ocasionando a formacdo de quelatos de fitato com
minerais e proteinas, diminuindo assim a disponibilidade de fosforo e outros nutrientes
(Shirley e Edwards, 2003). Também pode inibir a acdo de algumas enzimas enddgenas
digestivas como a-amilase, tripsina, fosfatase acida e tirosinase (Singh e Satyanarayana,
2015).

Por conta de suas cargas negativas de grupos fosfatos, o fitato forma sais
misturados com cations de minerais que possuem grande importancia quanto ao
armazenamento de minerais na célula (O’Dell et al., 1972). Dentre os minerais, além do
fosforo, o zinco (Zn) parece ser um dos mais afetados pelo acido fitico que se liga
fortemente ao Zn no trato gastrintestinal, reduzindo sua disponibilidade para absorgdo e
reabsorcao (Flanagan, 1984).

Ha também efeito inibitdrio do fitato na absor¢do de calcio (Ca), principalmente
por suas propriedades molares e pH intestinal a partir de 5,0, sendo este valor limitante
critico para a formagdo de complexos insoluveis de fitato-Ca, dificultando a agdo da

fitase (Kaufman e Kleinberg, 1971). Isto provavelmente ocorre em dietas de aves e
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suinos que tem como principal fonte de calcio o calcario, onde possui alta capacidade de
ligacdo acida, além de aumentar o pH da digesta no intestino (Shafey et al, 1991),
favorecendo dessa forma a formacao desses complexos (Selle et al., 2009).

Além da interacdo do fitato com minerais essenciais, sua presenca reduz a
digestibilidade de lipideos, carboidratos e proteinas, formando complexos que sdo
menos soluveis e mais resistentes a proteoélise. As cargas negativas da molécula de acido
fitico reagem com as positivas de alguns aminodacidos, tais como lisina, arginina,
histidina, das moléculas de proteinas, incluindo as enzimas envolvidas na digestdo de
proteinas, diminuindo assim a disponibilidade dos aminoacidos (Ravindran et al., 1999;
Cowieson et al., 2006).

Considerando a baixa atividade de fitase enddgena encontrada no sistema
digestivo de aves e suinos, o fésforo ligado ao fitato é praticamente 100% indisponivel
para animais nao ruminantes, sendo excretado em grande quantidade pelos animais
(Smith et al., 1999).

Portanto, mesmo que a exigéncia de fosforo dos animais seja atendida através da
suplementacao de outras fontes inorganicas de fosforo, deve-se levar em consideracao
que ocorre aumento do custo da dieta, uma vez que grande parte do mineral presente
nos ingredientes vegetais ndo estd sendo utilizado. Para diluir esses efeitos negativos na
alimentacdo dos suinos, a enzima exdgena fitase passou a ser suplementada em dietas

para disponibilizar o fosforo armazenado na molécula de 4cido fitico.

1.3 Antiproteases

Antiproteases ou inibidores de proteases podem ser definidos como proteinas
que sao capazes de impedir a atividade enzimatica das enzimas proteoliticas (Lingaraju
e Gowda, 2008), presentes em plantas, animais e microrganismos (Dokka et al., 2015).

Em plantas, as antiproteases estdo presentes nos 6rgaos reprodutivos e como
fonte de reserva, sendo responsaveis pela regulacdo das proteases endogenas, além de
atuarem como mecanismo de defesa contra proteases exdgenas de pragas e insetos
(Kato, 2002).

A concentracdo dos inibidores nos vegetais pode variar de acordo com a
maturacdo, época de colheita, localizag¢do no tecido e armazenamento da planta (Ribeiro,

2010), sendo que a interacdo entre o tipo de inibidor e o seu sitio catalitico formam o
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complexo enzima-inibidor, dificultando a atividade das enzimas (Oliveira e Macedo,
2011).

Os diferentes tipos de antiproteases (Tabela 2) sdo classificadas conforme sua
sequéncia de aminoacidos, localizacdo no sitio ativo, mecanismo de ac¢do, estrutura e
agentes de desnaturacao (De Leo et al,, 2002).

Alimentos como o farelo de soja, contém valores expressivos de fatores
antinutriconais, como os inibidores de proteases, além de lectinas, fitoestrogénios, fitina,
entre outros (Pettersson e Pontoppidan, 2013). Em relacdo aos inibidores de proteina,
estes tornam-se responsaveis por reduzirem a disponibilidade de proteina, pois se ligam
e inativam as enzimas digestivas tripsina e quimotripsina no trato gastrintestinal dos
suinos (Jo etal., 2012).

Na soja sabe-se que existem dois tipos principais de inibidores de tripsina, os
Kunitz TI e Bowman-Birk, que sdo aproximadamente de 80 e 20%, respectivamente, na
soja crua (Shivakumar et al., 2015). No entanto, como sao termolabeis, quando passam
por tratamento térmico sdo inativados e passam a reter em média 20% do inibidor
Bowman-Birk da quimiotripsina e tripsina e do inibidor Kunitz da tripsina (Friedman e
Brandon, 2001), sendo que a presenca desses inibidores estd negativamente relacionada
com a capacidade dos animais de digerirem proteinas (Chen et al., 2020).

Na nutricdo de suinos acredita-se que dietas com a inclusdo de proteases
exOgenas possam melhorar o aproveitamento da proteina dos ingredientes, uma vez que
possam existir variacoes na digestibilidade dos nutrientes conforme a concentrac¢do dos
inibidores de protease contidos nos ingredientes da racao (Norgaard et al.,2019).

Além disso, entende-se que as proteases beneficiam a saude intestinal dos
animais através de modificacdes na integridade da mucosa, no transporte de

aminodcidos e resisténcia a tracdo intestinal (Cowieson e Roos, 2016).
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1 Tabela 2 - Classificagdo, distribuicdo e proteases-alvo de inibidores de proteases

2 serinicas de plantas

Familia Exemplo Enzima alvo Fonte Referéncia
Laskowski e
Tripsina, Glycine max
Kato (1980)
quimiotripesina, Hordeum
Inibidor de Valee et al.
Kunitz (I3A) Subtilsina, vulgare
tripsina/subtilisina (1998)
a-amilase, a- Psococarpus
Habu et al.
quimiotripsina  tetraglonobus
(1992)
Proteases Canavalia
serinicas lineata, Terada et al.
microbianas, Sagittaria (1994)
Inibidor de
tripsina, sagittifolia, Laskowski e
Kunitz (I3B) subtilisina/proteinase
quimiotripsina, Acacia Kato (1980)
A, cathepisina D
cathepisina D, confusa, Lin et al.
a- Solanum (1991)
quimiotripsina tuberosum
Triticum Sherry et al.
Inibidor a- a- aestivum (1984)
Cereal
amilase/tripsina amilase/tripsina Hordeum Lazaro et al.
vulgare (1988)
Helianthus Mulveena et
Tripsina,
Bowman Inibidor de tripsina/ annuus al. (2005)
quimiotripesina,
Birk quimiotripsina Arachis Suzuki et al.
elastase
hypogae (1987)

Fonte: Adaptado de Habib & Fazili (2007).

2 Enzimas na alimentac¢ao animal

As enzimas sdo catalizadores biolégicos proteicos que aceleram as reacgdes

quimicas, o que facilita a quebra desse substrato em moléculas disponiveis para serem

O 00 N o u b~ W

utilizadas pelo corpo (Copeland, 2000).
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As enzimas enddgenas dos animais sao capazes de quebrar os alimentos em
moléculas menores que fornecem nutrientes para o aproveitamento dos animais. Porém,
este processo nao é totalmente eficiente, pois alguns ingredientes utilizados possuem
fatores antinutriconais indigestiveis pelos animais. Também algumas enzimas nao sdo
sintetizadas pelos suinos em quantidades necessarias para a quebra destes e outros
componentes presentes nas dietas (Bedford e Partridge, 2011).

Neste contexto, a utilizacdo de enzimas exdgenas, como por exemplo a xilanase,
fitase e protease, na alimentacdo dos suinos tem possibilitado a melhora da digestdo e
absorcdao de nutrientes (Torres-Pitarch et al., 2018) e a diminuicdo da excre¢dao de
elementos como fésforo e nitrogénio no ambiente (Humer et al., 2015), mantendo ou até

mesmo reduzindo os custos com alimenta¢do (Bedford e Partridge, 2011).

2.1 Xilanase

A composicdo das dietas pode interferir na absor¢do, e consequentemente, na
utilizacdo dos nutrientes pelo organismo. Por isso a inclusao de enzimas exdgenas, como
por exemplo, a xilanase que age sobre as fra¢des fibrosas dos alimentos como celulose e
hemicelulose, pode liberar compostos antes nao disponiveis para os animais (Lehnen et
al,, 2011).

A xilanase comercial é produzida a partir de bactérias, fungos e leveduras como
Bacillus, Aspergillus, Humicola, Penillium e Trichoderma, entre outros, sendo que cada
tipo de xilanase possui suas especificidades (Bedford e Partridge, 2010). No entanto, ha
maior interesse naquelas oriundas de fungos filamentosos, pois conseguem ter maior
producdo extracelular de xilanase do que bactérias e leveduras (Goswami e Rawat,
2015).

Existem diferentes tipos de xilanase e sua classificacao é baseada na similaridade
e sequencias glicosidicas (Cantarel et al., 2009), sendo que sdo pertencentes a familias
de enzimas do tipo glicosil hidrolases (GH) 5, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 26, etc, tendo mais
importancia GH 10 e GH 11, pois estas possuem maior a¢do na quebra das ligacdes (3-1,4
do esqueleto de xilano (Yag et al,, 2019).

As GH 10 e 11 possuem caracteristicas relevantes, como por exemplo, GH 10 sdo
maiores e hidrolisam partes da xilana e celulose da parede celular vegetal (Paes et al,,

2012), enquanto que GH 11 tem alta capacidade catalitica e seletividade pelo substrato,
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principalmente por aqueles que contém D-xilose, sendo, portanto, consideradas
xilanases verdadeiras, uma vez que sua hidrolise é exclusiva do composto xilana (Sabini

etal, 2001).

2.1.1 Mecanismos de ac¢io da xilanase

Mesmo que o milho possua alta digestibilidade para animais ndo ruminantes, ha
diferencas na digestibilidade dos graos, e acredita-se que isso estd relacionado aos
fatores antinutriconais, principalmente quanto ao conteido de PNA’s que pode
ocasionar déficit no aproveitamento de nutrientes, diminuindo a disponibilidade de
energia oriunda da dieta (Cowieson et al, 2010). Portanto, qualquer melhoria no
aproveitamento de nutrientes é valida, sendo que este propdsito pode ser alcancado
através da enzima xilanase.

A principal fun¢dao da suplementacdo exdgena de carboidrases é hidrolisar os
PNA'’s, complexo presente nos alimentos para animais, uma vez que, ndo ruminantes sao
incapazes de hidrolisar esses compostos com suas enzimas digestivas endogenas
(Krogdahl et al., 2005).

A xilanase pode aumentar a digestibilidade de nutrientes energéticos como o
amido e gordura, por meio de sua acao em reduzir os efeitos dos PNA'’s, permitindo que
enzimas enddgenas tenham acesso a seus substratos (Adeola e Bedford, 2004).

A literatura sugere que a capacidade de quebra da xilanase ocorre por meio das
xilanases da familia GH 10 e 11, que contém enzimas que catalisam a hidroélise por meio
do aprisionamento da mutarrotacao de uma molécula de carbono anomérico, resultando
em mecanismo catalitico de duplo deslocamento formando o intermediario da enzima a-
glicosil, que inverte a configuracdo de 8 a , e na segunda etapa ocorre uma substituicao
na qual o carbono anomérico passa novamente por um estado de transicao e muda sua
configuracdo novamente para 3. (Payan et al., 2004).

Em sintese, a hidrolise da xilana ocorre por meio da quebra das ligacées (3-1-4 na
extremidade redutora e ndo redutora no esqueleto principal do xilano, em duas fases:
uma sélida e outra liquida, onde enzimas sdo absorvidas na fase liquida para o substrato
solido, que irdo catalisar a quebra do substrato insolivel na fase sdlida,
simultaneamente com enzimas dissolvidas que catalisam a hidrélise do substrato na fase

liquida. Assim, os compostos xilose e xilo-oligossacarideos (XOS) sdo solubilizados na
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fase liquida enquanto os de cadeia longa ficam dispersos na fase sélida para que ocorra a
hidrolise, portanto, a degradagdo enzimatica ocorre ao mesmo tempo na fase liquida e
sélida, com acdo da xilanase tanto nos agucares soliveis quanto nas fragdes insoluveis
da hemicelulose (Dutta e Chakraborty, 2015).

As xilanas dependendo de suas ramificagdes na cadeia podem ser subdividas em
arabinoxilanas, glucuronoxilanas, arabinoglucuroxilanas e glucuronoarabinoxilanas
(Dekker, 1989). Essas ramificacbes da cadeia irdo determinar a solubilidade,
conformacao fisica e a reatividade da molécula de xilana com os outros componentes da
hemicelulose e, portanto, irdo influenciar diretamente a acdo enzimatica (Shahi et al,,
2016), sendo que em cerais sdao encontradas na forma de arabinoxilanas e
arabinoglucuroxilanas (Collins et al., 2005).

A arabinoxilanas e arabinoglucuroxilanas irdo se tornar soliveis ap6s a digestao
aumentando a viscosidade das dietas no trato gastrintestinal dos animais e dessa forma
dificultando a absorcao de outros nutrientes. Neste sentindo, a enzima xilanase atua na
hidroélise das ligacdes [-1-4 dentro das cadeias de xilana (Polizeli et al., 2005),
produzindo xilo-oligossacarideos (XOS) (Collins et al., 2005), principalmente pela a¢do
de xilanases da familia GH10 que possuem alta atividade em XOS curtos, soliveis e
ramificados (Biely et al. 2016; Nordberg-Karlsson et al. 2018).

Consequentemente, os XOS serdao fermentados por microrganismos no intestino
grosso, melhorareando a integridade da barreira da mucosa intestinal contra a
patégenos do limen, melhorando o status sanitario dos animais e dessa forma seu
desempenho (Hu et al.,, 2013).

A melhora na utilizacdo de energia se da pela mudancga na absorgao de nutrientes
que ocorre em maior quantidade no intestino delgado, diminuindo a competi¢do pelos
microrganismos, concentrando os nutrientes no 6rgao onde ha maior possibilidade de
absorcao (Adeola e Cowieson, 2011).

UNIDADE DA XILANASE

2.1.2 Principais resultados na alimentacio de suinos

A inclusao de xilanase na alimentacdao de suinos tem o propoésito de aumentar a

digestibilidade de dietas liberando nutrientes aprisionados na célula vegetal,

melhorando por exemplo, o aproveitamento de energia pelos animais. Mesmo que esses



N

O 00 N o u b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

22

efeitos possam ser mais evidentes em dietas com ingredientes fibrosos, as dietas de
suinos ainda sdo praticamente a base de milho e farelo de soja, que em sua composicdo
possuem fatores antinutriconais que possam vir a dificultar a utilizacdo de nutrientes
essenciais para o crescimento desses animais, sendo estes prejuizos minimizados pela
xilanase.

Na literatura tem-se constatado que, tanto em leitdes quanto em suinos em fase
de crescimento em terminacdo, a inclusao de xilanase as dietas possibilitam reducdo da
viscosidade das dietas (Wellock et al.,, 2008; Adeola e Cowieson 2011; Passos et al,,
2015; Duarte et al.,, 2019), melhora na digestibilidade da energia (Cadogan e Choct 2015;
Passos et al.,, 2015; Kiarie et al., 2016), dos aminoacidos (Upadhaya et al.,2016), com a
manutencdo do desempenho dos animais quando comparados com dietas sem xilanase
(Hanczakowska et al., 2012; Kiarie et al., 2013; Cadogan e Choct 2015; Kiarie e Petracek,
2015; Zier-Rush et al., 2016; Duarte et al., 2019). Além disso, o tipo de ingrediente e
xilanases utilizados podem interferir na digestibilidade de nutrientes e na microbiota
intestinal dos suinos (Zhang et al 2018).

Trabalhos com suinos desde o desmame até a fase de terminag¢do alimentandos
com dietas a base de milho e farelo de soja e suplementadas com xilanase ainda sao
escassos, pois, as pesquisas em sua grande maioria sugerem que os beneficios da
inclusao de xilanase em dietas de nao ruminantes sdo mais evidentes quando
ingredientes fibrosos sao adicionados as ragoes.

No entanto, ha indicios de que mesmo que o milho e farelo de soja tenham alta
digestibilidade para suinos, alguns nutrientes nao sdo eficientemente aproveitados pelos
animais, e neste sentindo a adi¢do de xilanase pode vir a ser uma alternativa para

reduzir perdas na absor¢ao.

2.2 Fitase

A inclusdo da fitase em dietas para ndo ruminantes ocorreu a partir da década de
90 por meio de uma legislacdo nos paises baixos para controlar a poluicdo de fosfatos,
tornando-se posteriormente, amplamente utilizada no mundo todo (Kumar et al., 2010).
A fitase (mio-inositol hexa fosfato fosfo-hidrolase) é uma enzima exdgena, que
pode ser definida como uma proteina de estrutura terciaria ou quaternaria que age

como catalizador biolégico, aumentando a velocidade das reagdes quimicas nos
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organismos sem alteracdo das mesmas. E uma enzima obtida a partir de fungos
bactérias, leveduras e plantas (Ullah e Sethumadhavan, 2003) (Tabela 3), sendo que
possuem sitios de ligacdo especificos que permitem atuarem na degradacgao de ligagdes

quimicas em condi¢bes favoraveis de pH, umidade e temperatura (Yin et al., 2001).

Tabela 3 - Exemplos de 3- e 6-fitases atualmente disponiveis comercialmente e suas

caracteristicas
. Ori d ~ Temp Nome
Tipo Urigemda Expressao pH o .
proteina (°C) comercial
A. niger A. niger 2,5-55 65 Natuphos
A. niger A. niger 6 - Allzyme
A. niger Tricoderma 2,5 - Finase
reesei
Escherichia coli  ATCC 5233 4,5 55 Phyzyme
Escherichia coli ~ Pichia pastoris 4,5 - Quantum
Escherichia coli  Tricoderma - - Quantum
reesei Blue
Escherichia coli ~ Pichia pastoris 3,4-5,0 58 OptiPhos
6 Escherichia coli ~ Aspergillus 4-4,5 50-55 Ronazym
oryzae
6 Escherichia coli ~ Aspergillus - - Ronazym
oryzae
6 Escherichia coli  Tricoderma 3,5-4,5 60 Axtra
reesei

Fonte: Li et al. (2014).

No entanto, as diferentes fitases nao sdo idénticas quanto ao modo de a¢do na
quebra do acido fitico, sendo que existem varios grupos: fitase acida de histidina
(HAPhy), fitase de hélice b (BPPhy), fitase de acido purpura (PAPhy) e fitase de proteina
tirosina (PTPhy) (Mullaney e Ullah, 2007), onde cada grupo possui variadas formas de
atuacdo na reacgao catalitica sob seu substrato de afinidade (Lei et al., 2013).

Comercialmente, as fitases de bactérias e fingicas possuem maior destaque em
relagdo as outras pois, apresentam algumas caracteristicas relevantes, como

especificidade pelo substrato, resisténcia a protedlise e maior eficiéncia na catalise
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(Konietzny e Greiner., 2004). Além disso, as fitases sdo classificadas de acordo com o
local em que ocorre a hidrolise da molécula de acido fitico, sendo as principais a 3-fitase
e 6-fitase (Cowieson et al.,, 2008). A 3-fitase remove um grupo ortofosfato da posicao do
carbono C3, enquanto a 6-fitase atua na posi¢cdo do carbono C6 da molécula acido fitico
(Selle e Ravindran, 2007). Sua atividade enzimatica é expressa em unidades de atividade
(FTU), em que 1 FTU é a quantidade de enzima que libera 1 mmol de ortofosfato
inorganico / min a partir de 0,0051 fitato de s6dio mol/l a pH 5,5 e a uma temperatura

de 37 °C (Selle et al., 2000).

2.2.1 Mecanismos de acao da fitase

No processo de hidrolise do acido fitico, ocorre a catalizacdo e desfosforilacao
mediada pela enzima fitase em fosfato inorganico, inositol livre ou compostos de inositol
mono, bi, tri, tetra e pentafosfato (Dasgupta et al., 1996), possibilitando assim a absorc¢ao
do fésforo que estava indisponivel para o animal, e por conseguinte, reduzindo a sua
excrecao no ambiente (Yin et al., 2001). Nesse processo ndo ocorre somente a liberacao
do fésforo inorganico, mas também torna disponivel o cdlcio, magnésio, proteinas e
lipideos (Li et al., 2015).

Com a reacdo catalisada pela fitase e degradacdo do mio-inositol a fdsforo
inorganico, ha liberacdo do grupo ortofosfato e, consequentemente, o grupamento
amino de aminoacidos basicos e demais cations para serem absorvidos (Ludke, 1999),
beneficiando os animais com um maior aproveitamento da proteina e também de
minerais contidos nas dietas, uma vez que, segundo Camiruaga et al. (2001), a retencao
dos minerais é significativamente melhorada quando se adiciona fitase as dietas basais
com cereais.

A eficacia de degradacdo do fitato varia de acordo com alguns fatores como
espécie animal, especificidade pelo substrato, termo estabilidade, resisténcia ao trato
gastrintestinal, pH (faixa de 4,5 e 6,0) e relacdo calcio e fésforo, pois devido a alta
concentracdo de cdlcio em dietas de nao ruminantes ha a formagdao de quelatos
insoluveis de fitato e outros nutrientes (Mullaney et al., 2000).

Além disso, a razao enzima: substrato, também pode vir a influenciar a eficiéncia
de hidrolise da fitase, pois segundo Li et al (2016) testando atividade da fitase em

diferentes alimentos observou que houve maior quebra de IP6 do farelo soja em
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comparacao ao farelo de canola, demonstrando relagdo dependente da concentragdo de
acido fitico dos ingredientes e acdo da enzima.

Outro fator a ser considerado é o sitio de ativacdo de cada fitase. Sabe-se que
algumas possuem maior atividade no estémago, outras no intestino delgado e ha ainda
aquelas que possuem atuacdo nas duas regides, sendo estas mais eficazes
principalmente por terem maior atuag¢do na hidrdlise das liga¢des do fitato as proteinas
da dieta, reduzindo as perdas enddgenas de aminoacidos (Cowieson et al., 2008).

Além disso, o acido fitico é capaz de formar complexos com aminodacidos
principalmente quando o pH esta abaixo do ponto isoelétrico da proteina, a molécula de
fitato é carregada negativamente e tem capacidade de formar fortes ligacdes
eletrostaticas com o grupo catidonico dos residuos basicos de lisina, arginina e histidina,
além de outros aminoacidos (Cheryan, 1980).

Consequentemente, esses complexos sdo menos provaveis de serem digeridos
por enzimas proteoliticas (pepsina, tripsina e quimotripsina) e também outras enzimas
digestivas pancreaticas como a lipase e o-amilase, por serem inibidas pela alta

concentracdo de fitato na digesta (Caldwell, 1992).

2.2.2 Principais resultados na alimentacao de suinos

Por muito tempo a fitase vem sendo estudada e utilizada na dieta de nao
ruminantes, destacando-se nos ultimos anos por conta de suas diversas vantagens,
principalmente quanto a melhora na digestibilidade de fosforo e outros nutrientes
através da hidrolise da molécula de acido fitico presente em muitos ingredientes de
origem vegetal comumente utilizados na alimentacdo de monogastricos, como milho e
farelo se soja.

Estudos demonstram que a fitase em dietas de suinos leva ao aumento da
retencdo e concentracdo de nitrogénio e energia, melhora da digestibilidade do calcio,
fésforo e aminoacidos (Veja et al., 2015; Cowieson et al.,, 2017, Wu et al,, 2018; Zouaoui
et al, 2018; Arredondo et al, 2019), sem comprometer ou ainda otimizando o
desempenho dos animais em comparacdo com aqueles que receberam dietas sem a
fitase (Veum et al,, 2006; Dersjant-Li et al,, 2017; Li et al., 2018).

Esses resultados demonstram que uma vez que a dieta Controle Positivo (CP, sem

adicao de enzimas) na maioria dos estudos foi formulada para atender as necessidades
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nutricionais dos animais, o desempenho melhorado ou semelhante das dietas contendo
fitase em relacao a dieta CP, confirma as hipéteses que de a inclusao da enzima fitase
pode impactar a utilizagdo de outros nutrientes, como energia ou aminoacidos. A fitase
pode nao apenas hidrolisar a molécula de acido fitico aumentando somente a
disponibilidade do fésforo, mas também reduzir os impactos negativos do fitato na

digestdo de outros nutrientes, como aminoacidos e energia (Selle et al., 2012).

2.3 Protease

As dietas geralmente formuladas somente com ingredientes cerais, farelos,
farinhas, etc, ndo atendem as exigéncias dos animais, sendo necessaria a inclusao dos
aminoacidos industriais para suprir o requerimento proteico e aminoacidico dos
animais.

As proteases sdo enzimas que degradam as proteinas de diversos vegetais que
sao utilizados como ingredientes na dieta de aves e suinos. Estas sdo responsaveis por
quebrar as proteinas de armazenamento, e atuam sobre os fatores antinutriconais
proteicos como os inibidores de tripsina que bloqueiam a a¢ao da tripsina produzida
pelo pancreas e as lectinas que se ligam a agtcares, reduzindo a digestibilidade das
proteinas. O calor é o método utilizado para eliminar esses fatores, porém ainda ira
conter niveis residuais de inibidores de tripsina e lectinas no farelo de soja (Rao, 2003).
As proteases podem ser usadas para reduzir os niveis de inibidores de tripsina e
lectinas, melhorando, assim, a digestibilidade da proteina (Bedford e Partridge, 2010).

As enzimas proteoliticas sdo divididas em exo e endopeptidases, sendo a sua
principal funcdo a catdlise da clivagem de ligacdes peptidicas de proteinas além de
conduzirem modificacOes seletivas e especificas em proteinas. Na maioria dos casos, a
protedlise é direcionada e limitada a clivagem de ligacdes peptidicas especificas da
proteina (Bedford e Partridge, 2010).

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica (IUB), as enzimas proteoliticas se
classificam em seis familias de acordo com o tamanho molecular, com as suas
propriedades elétricas e de acordo com a sua especificidade ao substrato. Sdo elas:
serina protease | (ex. tripsina, elastase), serina protease Il (ex. subtilisina), cisteina
protease (ex. papaina), aspartil protease (ex. pepsina, quimosina), metalo protease I (ex.

carboxipeptidase bovina) e metalo protease Il (ex. termolisina). Serina proteases, assim
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como as metalo proteases se subdividem em duas familias, as proteases de mamiferos e
as proteases microbianas (Choplin, 2001).

Cada familia de proteases possui residuos de aminoacidos caracteristicos no seu
sitio ativo (Beynon e Bond, 1996). As proteases executam uma grande variedade de
funcdes fisiolégicas complexas, como por exemplo, o catabolismo de proteinas, a
coagulacdo do sangue, o crescimento e migracao celular, ativacdo de zimogénios e o
transporte e secrecdo de proteinas através da membrana. De maneira geral, proteases
extracelulares catalisam a hidrolise de proteinas em moléculas menores para absorcao
pela célula, enquanto as intracelulares possuem um papel vital na regulacdo do
metabolismo (Rao et al.,, 1998).

As plantas, os animais e microrganismos sao as principais fontes de obtencao de
enzimas proteoliticas. As proteases originarias de plantas sdo dependentes de alguns
fatores, como a disponibilidade de uma grande area para o cultivo e as condi¢cGes
climaticas para o 6timo crescimento. Além disto, o processo de obtencdo de proteases
por plantas é bastante demorado, devido ao periodo de espera para o total
desenvolvimento de uma planta. Algumas proteases originarias de plantas sao oriundas
da papaina, bromelaina, queratinases e ficinas (Rao et al., 1998).

As de origem microbiana representam a principal fonte (40% do total das
proteases comercializadas), devido a sua ampla diversidade bioquimica. Devido ao seu
rapido crescimento, pequeno espaco requerido para seu cultivo, e a grande variedade de
atividades cataliticas que dispdem, os microorganismos sao preferidos como fonte de
proteases (Rao et al., 1998).

Outro ponto a se levar em consideracao é que as proteases microbianas em geral
sdo mais estaveis do que as oriundas de plantas e animais, pois seu processo de
producdo é mais facil e seguro (Wiseman, 1991). Os microrganismos responsaveis pela
producdo de proteases sao os fungos e as bactérias, devido a maior facilidade de cultivo
e obtencdo da enzima (Bernardi et al., 1991). Em geral, as enzimas fingicas tém um pH
6timo acido ou neutro, ndo sendo termoestaveis. Por outro lado, as proteases
bacterianas possuem um pH oOtimo alcalino ou neutro, sendo com frequéncia
termoestaveis (Wiseman, 1991).

A adicdo de proteases exdgenas pode representar um potencial desejavel para
inativacao de fatores antinutriconais, tais como lectinas, proteinas antigénicas e

inibidores de tripsina, presentes em determinados alimentos, particularmente em
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leguminosas (Cowieson et al., 2006) e, também, suplementar a atividade proteolitica em

animais jovens, liberar peptideos menores e facilitar a agao das enzimas endogenas.

2.3.1 Mecanismos de acio da protease

Entende-se que as proteases enddgenas produzidas pelos animais geralmente sao
suficientes para que ocorra a utilizacdo de proteina em quantidades adequadas pelos
animais. Entretanto, a digestibilidade de proteinas e aminoacidos, variam devido a
diversos fatores, e passam pelo trato gastrintestinal sem serem completamente
aproveitados (Lemme et al., 2004).

As ligacbes peptidicas das proteinas sao quebradas pela acao das proteases,
classificadas como exo ou endopeptidases, conforme o local onde ocorre a hidrélise da
ligacdo peptidica, sendo que quando a quebra ocorre no grupo amino terminal da
molécula, essas sdo classificadas exopeptidases, quando ocorre dentro da molécula em
locais longe da porgao terminal, sdo classificadas como endopeptidases (Wu, 2013).

As exopeptidases, sendo as aminopeptidases e carboxipeptidases, que possuem
sua acao nas porg¢oes terminais de nitrogénio e carbono dos substratos peptidicos, serao
diferenciadas conforme seu mecanismo de a¢do, como por exemplo, o tamanho da
molécula a ser clivada. Em relacdo as carboxipeptidases, produzidas por Aspergillus,
Penicillium e Saccharomyces, sdo diferenciadas em trés principais grupos com base na
presenca dos substituintes de aminoacidos na molécula, sendo: serina
carboxiproteases, metalocarboxiproteases e a cisteina (Ward, 2011).

As endoproteases de acordo Ward (2011) em geral sao diferenciadas com base
em seu mecanismo de ac¢do especifico, sendo:

- Serina endoprotease: capaz de catalisar reagdes de ésteres, amidas e peptideos,
sendo as principais a quimotripsina e subtilinas;

- Endoprotease aspartica: possuem residuos de acido aspartico no sitio ativo,
sendo elas as pepsinas;

- Cisteina endoprotease: contém cisteina-histidina em seus locais cataliticos e
geralmente necessitam de agentes redutores para reten¢do da atividade catalitica e sao

desnaturadas ou inibidas por reagentes sulfidrila;
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- Acido glutamico e treonina endoprotease: enzimas recentemente caracterizadas
com mecanismos de reacdo envolvendo a participacao especifica de acido glutamico e
treonina no sitio ativo, respectivamente.

No entanto, o mecanismo de acdo da protease em suinos ndo é claro, porém,
acredita-se que possa ocorrer maior disponibilidade de proteina quando a protease é
adicionada em dietas, pois, sera capaz diminuir os efeitos prejudicais dos inibidores de
proteases dos ingredientes, através do aumento da hidroélise e solubilidade da proteina
(Romero et al., 2013).

Essa melhora na disponibilidade de aminodacidos parece estar relacionada ao fato
de que a acao da protease ndo esteja limitada somente ao intestino delgado, mas
também, ao beneficiamento da digestao no intestino grosso (Romero et al.,, 2013), além
de manter a integridade do intestino delgado, como altura das vilosidades e reducao da
profundidade da cripta. Além disso, a protease parece hidrolisar proteinas com ligacdes
dissulfeto (glicina e [3-conglicina) que se ligam a parede intestinal, reduzindo seus
efeitos prejudiciais a mucosa intestinal, melhorando a ingestdo de ragdo pelos animais, e

consequentemente, maior ingestao de proteina (Zuo et al., 2015).

2.3.2 Principais resultados na alimentac¢ao de suinos

Avaliando dietas sem e com protease para suinos em crescimento e terminacgao,
constata-se que os animais alimentados com a protease tiveram desempenho superior
comparados aos alimentados com dieta controle (Kim et al., 2017; Kim et al., 2018; Min
etal, 2019; Park et al.,2020; Lee et al., 2020).

Além disso, a suplementacdo de protease na dieta levou a maior digestibilidade
de nutrientes e digestibilidade aparente total do trato digestério para aminodcido,
proteina e energia, do que os alimentados com a dieta controle, atendendo
adequadamente as exigéncias da fase (Pan et al,, 2016; Park et al., 2020; Lee et al., 2020).
Por outro lado, outras pesquisas ndo demonstram efeitos positivos sobre o desempenho
e carcaga dos suinos com a inclusdo da protease na dieta (O’Shea et al., 2014; Zuo et al,,
2015, Choe et al., 2017).

No entanto, o efeito da protease parece estar diretamente relacionado ao tipo de
da enzima, e ainda ao tipo de ingrediente proteico utilizado na dieta, além da espécie

animal, pois, para peixes por exemplo, que necessitam de alto nivel proteico na dieta e
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por conseguirem aproveitar de forma eficiente a proteina, a inclusdo de diferentes niveis

de protease pode nao influenciar positivamente seu desempenho (Nunes et al., 2006).

2.4 Complexo enzimatico

Geralmente a inclusdo das enzimas é feita isoladamente ou na forma de complexo
enzimatico (blend) nas dietas dos animais. No entanto, acredita-se que a utilizacdo na
forma de complexo enzimdatico possua efeitos mais expressivos, pois dessa forma o
efeito associado de todas as enzimas é considerado.

Nas dietas de ndo ruminantes, geralmente, sdo utilizadas enzimas que tenham
capacidade de quebra dos fatores antinutricionais, que interagem entre si e com outros
compostos da dieta e, portanto, deve-se priorizar o agrupamento de enzimas com agdes
especificas para os seus substratos para promover melhores resultados em relacao a
utilizacao de forma isolada (Ruiz et al., 2008).

No entanto, a comparacdo de resultados sobre a utilizacdo de complexos
enzimaticos de dietas para suinos é incerta pois, mesmo que exista a hipotese do efeito
aditivo das enzimas, na literatura nao é bem estabelecido qual mecanismo e real efeito

dos diferentes tipos de combinag¢des de enzimas exdgenas no organismo dos animais.

2.4.1 Mecanismos de acao do complexo enzimatico

Os efeitos da utilizacao das enzimas na forma de complexo enzimatico variam na
literatura, porém, independente disso, ao se combinar enzimas leva-se em consideracao
as acdes isoladas de cada enzima e se assume que havera efeito aditivo de cada uma
delas nos animais.

Nesse contexto, os principais mecanismos propostos de um complexo enzimatico
sdo: hidrélise de ligacdes quimicas especificas nos alimentos, eliminacdo de nutrientes
aprisionados nas moléculas e indisponiveis aos animais, solubilizacio de PNA’s e
incremento de enzimas endégenas em uma mesma dieta (Kiarie et al., 2013).

Os efeitos positivos de um complexo enzimatico podem ser explicados pelo fato
de que, ao longo do trato gastrintestinal, a diversidade da microbiota, enzimas, e
substratos, leva a diferentes digestibilidades dos alimentos, sendo influenciada por

diversos fatores que podem atrapalhar a absorcao de nutrientes. Consequentemente, a
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funcao metabdlica é muito dependente das condi¢des bioquimicas da digesta, além da
composicdo das dietas, sendo que, dietas contendo diferentes enzimas podem
influenciar beneficamente a utilizagdo dos nutrientes da dieta ao longo de todo o trato

gastrintestinal (Kiarie et al., 2013).

2.4.2 Principais resultados na alimentac¢ao de suinos

Diversos estudos avaliaram a inclusdao de xilanase e protease associadas nas
dietas de suinos, e pode-se constatar efeitos benéficos sobre o desempenho e
digestibilidade de nutrientes (Zeng et al., 2017; Juanpere et al., 2005; Olukosi et al,,
2007; Nortey et al.,, 2007; Woyengo et al., 2010), sendo que a intensidade da resposta
depende dos substratos da dieta (Cowieson e Bedford, 2009).

No entanto, acredita-se que a xilanase quando adicionada em associagdo com
fitase em dietas melhora a digestibilidade de compostos, pois, é responsavel pela quebra
dos PNA’s, liberando nutrientes além de facilitar o acesso da fitase e enzimas enddgenas
(Ndou et al., 2015; Jang et al., 2016; Zeng et al.,, 2017).

A inclusdo de fitase e protease associadas na dieta de suinos ndo é comumente
utilizada, com escassez na literatura. Contudo, a acdo da fitase parece estar relacionada
com a sua resisténcia a degradacdao pela protease enddgena em estudos in vitro
(Dersjant-Li et al,, 2014).

Quando a xilanase, protease, fitase foram associadas, os estudos sugerem que
alguns substratos presentes na parede celular da planta e que normalmente ndo sao
acessiveis para os animais passam a ser liberados para a absorgao. Isto ocorre pela acao
das outras enzimas ndo necessariamente especificas ao substrato, que
consequentemente, disponibilizam estes compostos para a degradacdo pelas enzimas
especificas, ou seja, existindo o efeito aditivo de cada enzima (Torres-Pitarch et al.,
2018).

Com os resultados obtidos no presente estudo, foi elaborado o artigo intitulado:
Xilanase, fitase e protease isoladas e associadas em dietas com ajustes nutricionais para
suinos machos castrados dos 30 aos 100 kg, redigidos conforme as normas da Revista
Brasileira de Zootecnia e adapta¢des as normas de elaboracdo de dissertagdes e teses do

Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia Animal/FAMEZ/UFMS.
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Xilanase, fitase e protease isoladas e associadas em dietas com ajustes

nutricionais para suinos dos 30 aos 100 kg

RESUMO: Realizou-se este estudo com o objetivo de avaliar a inclusao da xilanase,
fitase e protease isoladas e associadas na dieta de suinos machos castrados dos 30 aos
100 kg sobre o desempenho e as caracteristicas quantitativas de carcaca. Foram
utilizados 120 suinos machos castrados, hibridos comerciais, distribuidos delineamento
em blocos ao acaso, com seis dietas (controle positivo (CP): dieta formulada para
atender as exigéncias nutricionais e sem enzimas; xilanase: dieta com xilanase e ajuste
da matriz nutricional; protease: dieta com protease e ajuste da matriz nutricional; fitase:
dieta com fitase e ajuste da matriz nutricional; blend: dieta com xilanase, protease e
fitase associadas com os ajustes da matriz nutricional; e controle negativo (CN): dieta
sem enzimas mantendo os ajustes nutricionais da dieta blend), com dez repeticoes de
dois animais por unidade experimental. Dietas contendo xilanase, protease, fitase e o
blend proporcionaram desempenho e caracteristicas de carcac¢a similares a dieta CP.
Concluiu-se que é possivel reduzir os niveis nutricionais das dietas com a inclusao de
xilanase, protease, fitase isoladas ou associadas sem prejudicar o desempenho e as

caracteristicas de carcaca dos suinos.

Palavras-chave: aminoacidos, energia, enzimas, f6sforo, matriz nutricional
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Xylanase, phytase and protease isolated and associated in diets with

nutritional adjustments for barrows from 30 to 100 kg

ABSTRACT: The objective of this study was to evaluate the inclusion of isolated
and associated xylanase, phytase and protease on the performance and carcass traits in
the diet of barrows from 30 to 100 kg. A total of 120 animals were distributed in a
randomized block design, with six diets (positive control (PC): diet formulated to meet
nutritional requirements and without enzymes; xylanase: diet with xylanase and
adjustment of the nutritional matrix; protease: diet with protease and adjustment of the
nutritional matrix; phytase: diet with phytase and adjustment of the nutritional matrix;
blend: diet with xylanase, protease and phytase associated with the adjustments of the
nutritional matrix; and negative control (NC): diet without enzymes maintaining
nutritional adjustments of the blend diet), with ten replicates of two animals per
experimental unit. Diets containing xylanase, protease, phytase and the blend provided
performance and carcass characteristics similar to the PC diet. It was concluded that it is
possible to reduce the nutritional levels of the diets with the inclusion of xylanase,
protease, complete or associated phytase without prejudice to performance and as

carcass characteristics of pigs.

Keywords: amino acids, energy, enzymes, nutritional matrix, phosphorus
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Introduc¢ao

Ingredientes utilizados na nutricdo de suinos possuem fatores antinutricionais,
que reduzem ou impedem a utilizacdo dos nutrientes (Jayasena e Jo, 2013). Tem-se
evidenciado que enzimas exdgenas adicionadas as dietas de suinos podem minimizar os
efeitos de fatores antinutricionais como os polissacarideos ndo amilaceos (PNA’s) (Ndou
etal., 2015) e fitato (Varley et al.,, 2011).

As enzimas também podem aumentar a digestibilidade, diminuir a excre¢do de
nutrientes e minimizar a poluicdo ambiental (Varley et al., 2011; Childers et al., 2011),
bem como manter o desempenho dos animais alimentados com dietas contendo menor
concentracdo de nutrientes (Wu et al,, 2018), além de reduzir os custos com alimentagao
(Li etal., 2014; Bavaresco et al 2020).

Mesmo que dietas formuladas a base de milho e farelo de soja contenham
menores quantidades de PNA’s (Rostagno et al,, 2017) quando comparadas com alguns
alimentos fibrosos, existem estudos que demonstram que a inclusdo de xilanase em
dietas com milho e farelo de soja melhora a digestibilidade da proteina e do amido
(Petry et al., 2019).

Além disso, minerais e outros nutrientes contidos em ingredientes de origem
vegetal se apresentam aprisionados a molécula de 4&cido fitico, no qual
aproximadamente 70% do fosforo encontra-se indisponivel (Silva et al., 2006; Rostagno
et al,, 2011). O acido fitico ainda possui capacidade de se ligar a importantes nutrientes,
como o fésforo (P) e calcio (Ca), comprometendo seu aproveitamento e absorcao (Selle
et al., 2009), sendo que esses efeitos podem ser reduzidos com a inclusao de fitase nas

dietas (Bradbury et al., 2016).
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As proteases hidrolisam as proteinas de armazenamento dos vegetais, e atuam
sobre os fatores antinutriconais como as antiproteases que sdo responsaveis por
reduzirem a utilizagdo das proteinas (Rao et al., 2004), melhorando dessa forma a
digestibilidade dos nutrientes em dietas a base de milho e farelo de soja para suinos
(Pan etal,, 2016).

Contudo, ha diversos estudos avaliando a utilizacao de enzimas na nutricdo dos
suinos, porém a maior parte avalia o efeito das enzimas isoladamente.

Dessa forma, considerando que a xilanase, fitase, a protease sao as principais
enzimas aplicadas na nutricao de suinos e que realizar um estudo visando comparacgdes
individuais e a avaliacdo da associacdo dessas enzimas nas fases de crescimento e
terminacdo podera gerar novas informag¢des que possibilitem estabelecer estratégias
quanto a sua utilizacdo. Portanto, realizou-se este estudo com o objetivo de avaliar a
inclusdo da xilanase, fitase e protease de forma isolada e associadas, na dieta de suinos

machos castrados dos 30 aos 100 kg sobre desempenho e caracteristicas de carcaga.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Suinocultura da Fazenda Escola, da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, localizada no municipio de Terenos — MS (202 26' 32"S, 542 51' 37"0). O projeto
foi aprovado pela comissdao de ética no uso de animais, sob protocolo n2875/2017 -
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).

Os animais foram alojados em galpdo de alvenaria coberto com telhas ceramicas e
laterais teladas. Cada baia era equipada com um comedouro e um bebedouro, com area

disponivel de 1,0 m?2 por animal, providas de lamina d’agua.
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Foram utilizados 120 suinos machos castrados, hibridos comerciais, com peso
inicial de 28,07 £ 0,682 kg, distribuidos em delineamento em blocos ao acaso, com seis
dietas sendo controle positivo (CP): dieta formulada para atender as exigéncias
nutricionais e sem enzimas; xilanase: dieta com xilanase e redu¢dao de 100 Kcal de EM
kg1; protease: dieta com protease e reducdo de 25,0 Kcal de EM kg1 + 0,5% de proteina
bruta + redugdo de lisina, metionina + cistina, treonina, triptofano e valina digestiveis
em 0,0321%, 0,024%, 0,0208, 0,005% e 0,026%, respectivamente; fitase: dieta com
fitase e reducao de 70,5 Kcal de EM kg-1+ reducdo da lisina, metionina + cistina, treonina,
triptofano e valina digestiveis em 0,015%, 0,0105%, 0,0095%, 0,006% e 0,007%,
respectivamente + reducao do calcio, fésforo e s6dio em 0,190%, 0,152% e 0,0019%,
respectivamente; blend: dieta com xilanase, protease e fitase associadas com reducdo de
150 kcal de EM kg1 + reducao de lisina, metionina + cistina, treonina, triptofano e valina,
da proteina bruta e dos minerais célcio, fosforo e s6dio resultante da soma das redugdes
das dietas xilanase, protease e fitase; e controle negativo (CN): dieta sem enzimas
mantendo a soma das redugdes nutricionais da dieta blend; contendo dez repeticdes de
dois animais por unidade experimental. As matrizes nutricionais das enzimas foram
consideradas conforme recomendacgao dos fabricantes. Adotou-se o peso inicial como
critério de formacgdo dos blocos.

As dietas experimentais (Tabela 4, 5 e 6) foram elaboradas a base de milho e
farelo de soja para suinos machos castrados, de alto potencial genético com desempenho
médio, seguindo-se as recomendag¢des das exigéncias nutricionais das fases (30 aos 50
kg, dos 50 aos 70 kg e 70 aos 100 kg) propostas por Rostagno et al. (2011). As enzimas
comerciais Natugrain (xilanase) oriunda do microrganismo Aspergillus niger,
Poultrygrow 250 (protease) oriunda do microrganismo Streptomyces e Natuphos® E

(fitase) oriunda do microrganismo Aspergillus niger o e seus respectivos niveis de
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1  inclusao foram fixados em 100 g t'! de xilanase (BXU kg1), 100 g t1 de fitase (1.000 FTU

2 kgl)e 125 gtlde protease (Ukg1).




52

Tabela 4 - Composi¢cdes centesimal e nutricional das dietas experimentais para suinos machos

castrados dos 30 aos 50 kg

Dietas?
Ingredientes
CP Xilanase Protease Fitase Blend CN

Milho grio, 7,86% 74,33 74,33 74,33 74,33 74,33 74,33
F. soja, 46,5% 18,63 18,63 18,63 18,63 18,63 18,63
Oleo de soja 1,205 0,000 1,268 0,388 0,000 0,000
Fosfato bicalcico 1,172 1,172 1,172 0,079 0,079 0,079
Carbonato de calcio 0,649 0,649 0,649 0,839 0,839 0,839
L-Lisina HCI 0,375 0,375 0,334 0,356 0,314 0,314
Sal comum 0,425 0,425 0,425 0,421 0,421 0,421
Premix vit+min2 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Inerte (caulim) 2,389 3,584 2,421 4,165 4,622 4,654
L-Treonina 0,123 0,123 0,102 0,113 0,092 0,092
DL-Metionina 0,100 0,100 0,076 0,090 0,066 0,066
L-Triptofano 0,016 0,016 0,011 0,010 0,005 0,005
L- Valina 0,016 0,016 0,000 0,008 0,000 0,000
Xilanase 0,000 0,010 0,000 0,000 0,010 0,000
Protease 0,000 0,000 0,0125 0,000 0,0125 0,000
Fitase 0,000 0,000 0,000 0,010 0,010 0,000
Aditivos3 0,420 0,420 0,420 0,420 0,420 0,420
Valores nutricionais calculados#

Proteina bruta, % 15,00 15,00 14,42 14,97 14,88 14,88
Energia Met, Kcal 3.230 3.130 3.205 3.160 3.080 3.080
Lisina dig, % 0,907 0,907 0,875 0,892 0,860 0,860
Met+Cis dig, %, 0,535 0,535 0,511 0,525 0,501 0,501
Treonina dig, % 0,590 0,590 0,569 0,581 0,560 0,560
Triptofano dig, % 0,163 0,163 0,158 0,157 0,152 0,152
Valina dig, % 0,626 0,626 0,610 0,618 0,610 0,610
Calcio, % 0,627 0,627 0,627 0,435 0,435 0,435
Fosforo dig %, 0,295 0,295 0,295 0,143 0,143 0,143
Sédio, % 0,180 0,180 0,180 0,178 0,178 0,178

ROWVoONOUVIRW

[y

1Dietas: Controle positivo (CP); Controle negativo (CN) sem adi¢do de enzimas; Blend: inclusdo de xilanase + protease + fitase;
Xilanase: dieta com xilanase; Protease: dieta com protease; Fitase: dieta com fitase. 2Contetido por kg de produto: vitamina A (min):
5.000.000 UI, vitamina D3 (min): 1.000.000 Ul, vitamina E (min): 25.000 UI/kg, vitamina K3 (min): 3.000 mg/kg, vitamina B1 (min):
1.500 mg/kg, vitamina B2 (min): 4.000 mg/kg, vitamina B6 (min): 1.500 mg/kg, vitamina B12 (min): 18.000 mg/kg, niacina (min):
18g/kg, acido pantaténico (min): 9.200 mg/kg, acido fdlico (min): 500 mg/kg , selénio (min): 300 mg/kg, ferro (min): 100 g/kg,
cobre (min): 30 g/kg, Manganés (min): 80 g/kg, zinco (min): 160 g/kg, iodo (min): 2000 mg/kg 3Aditivos: Tiamulina: 0,050 g/kg;
Lincomicina: 0,020 g/kg; Adsorvente: 0,100 g/kg e Acidificante: 0,250 g/kg. *Valores calculados com base na composi¢do nutricional
das matérias-primas (Rostagno et al.,, 2011).5 Valores considerando valoriza¢do nutricional de cada enzima.
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Tabela 5 - Composi¢des centesimal e nutricional das dietas experimentais de suinos machos
castrados dos 50 aos 70 kg

Dietas?
Ingredientes
CP Xilanase Protease Fitase Blend CN

Milho grio 7,86 % 76,02 76,02 76,02 76,02 76,02 76,02
F. soja, 46,5 % 17,18 17,18 17,18 17,18 17,18 17,18
Oleo de soja 1,205 0,000 1,195 0,382 0,000 0,000
Fosfato bicalcico 0,820 0,820 0,820 0,000 0,000 0,000
Carbonato de calcio 0,567 0,567 0,567 0,594 0,594 0,594
L-Lisina HCL 0,287 0,287 0,245 0,267 0,226 0,226
Sal comum 0,400 0,400 0,400 0,396 0,396 0,396
Premix vit+min® 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Inerte (caulim) 3,118 4,324 3,208 4,774 5,220 5,252
L-Treonina 0,073 0,073 0,052 0,063 0,042 0,042
DL-Metionina 0,051 0,051 0,027 0,041 0,016 0,016
L-Triptofano 0,006 0,006 0,000 0,000 0,000 0,000
Xilanase 0,000 0,000 0,000 0,000 0,010 0,000
Protease 0,000 0,000 0,0125 0,000 0,0125 0,000
Fitase 0,000 0,000 0,000 0,010 0,010 0,000
Aditivos3 0,120 0,120 0,120 0,120 0,120 0,120
Valores nutricionais calculados#

Proteina bruta, % 14,30 14,30 13,8 14,27 14,08 14,08
Energia Met, Kcal 3.230 3.130 3.205 3.160 3.080 3.080
Lisina dig, % 0,804 0,804 0,772 0,789 0,757 0,757
Met+Cis dig, %, 0,474 0,474 0,450 0,464 0,440 0,440
Treonina dig, % 0,523 0,523 0,502 0,514 0,493 0,493
Triptofano dig, % 0,145 0,145 0,140 0,157 0,139 0,139
Valina dig, % 0,587 0,587 0,562 0,579 0,554 0,554
Calcio, % 0,503 0,503 0,503 0,313 0,313 0,313
Fosforo dig %, 0,244 0,244 0,244 0,114 0,114 0,114
Sédio, % 0,170 0,170 0,170 0,168 0,168 0,168

ROWVoONOUVIRW

[y

1Dietas: Controle positivo (CP); Controle negativo (CN) sem adi¢do de enzimas; Blend: inclusido de xilanase + protease + fitase;
Xilanase: dieta com xilanase; Protease: dieta com protease; Fitase: dieta com fitase. 2Contetido por kg de produto: vitamina A (min):
5.000.000 UI, vitamina D3 (min): 1.000.000 Ul, vitamina E (min): 25.000 UI/kg, vitamina K3 (min): 3.000 mg/kg, vitamina B1 (min):
1.500 mg/kg, vitamina B2 (min): 4.000 mg/kg, vitamina B6 (min): 1.500 mg/kg, vitamina B12 (min): 18.000 mg/kg, niacina (min):
18g/kg, acido pantaténico (min): 9.200 mg/kg, acido félico (min): 500 mg/kg , selénio (min): 300 mg/kg, ferro (min): 100 g/kg,
cobre (min): 30 g/kg, Manganés (min): 80 g/kg, zinco (min): 160 g/kg, iodo (min): 2000 mg/kg 3Aditivos: Tiamulina: 0,050 g/kg;
Lincomicina: 0,020 g/kg; Adsorvente: 0,100 g/kg e Acidificante: 0,250 g/kg. *Valores calculados com base na composi¢do nutricional
das matérias-primas (Rostagno et al.,, 2011).5 Valores considerando valoriza¢do nutricional de cada enzima.
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Tabela 6 - Composicdes centesimal e nutricional das dietas experimentais de suinos machos
castrados dos 70 aos 100 kg

Dietas?
Ingredientes
CP Xilanase Protease Fitase Blend CN

Milho grio 7,86 % 79,98 79,98 79,98 79,98 79,98 79,98
F. soja, 46,5 % 13,03 13,03 13,03 13,03 13,03 13,03
Oleo de soja 1,205 0,000 1,257 0,382 0,000 0,000
Fosfato bicalcico 0,690 0,690 0,690 0,000 0,000 0,000
Carbonato de calcio 0,551 0,551 0,551 0,746 0,746 0,746
L-Lisina HCL 0,305 0,305 0,264 0,286 0,244 0,244
Sal comum 0,376 0,376 0,376 0,372 0,372 0,372
Premix vit+min® 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150 0,150
Inerte (caulim) 3,558 4,763 3,586 4,915 5,368 5,400
L-Treonina 0,087 0,087 0,066 0,077 0,056 0,056
DL-Metionina 0,046 0,046 0,021 0,035 0,011 0,011
L-Triptofano 0,012 0,012 0,007 0,007 0,001 0,001
Xilanase 0,000 0,000 0,000 0,000 0,010 0,000
Protease 0,000 0,000 0,0125 0,000 0,0125 0,000
Fitase 0,000 0,000 0,000 0,010 0,010 0,000
Aditivo3 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 0,010
Valores nutricionais calculados#

Proteina bruta, % 12,71 12,71 12,14 12,68 12,48 12,48
Energia Met, Kcal/kg  3.230 3.130 3.205 3.160 3.080 3.080
Lisina dig, % 0,718 0,718 0,686 0,703 0,671 0,671
Met+Cis dig, %, 0,431 0,431 0,407 0,421 0,397 0,397
Treonina dig, % 0,481 0,481 0,460 0,472 0,451 0,451
Triptofano dig, % 0,129 0,129 0,124 0,123 0,118 0,118
Valina dig, % 0,516 0,516 0,491 0,508 0,483 0,483
Calcio, % 0,451 0,451 0,451 0,360 0,360 0,360
Fosforo dig %, 0,219 0,219 0,219 0,123 0,123 0,123
Sédio, % 0,160 0,160 0,160 0,158 0,158 0,158

ROWVoONOUVIAW

[

1Dietas: Controle positivo (CP); Controle negativo (CN) sem adi¢do de enzimas; Blend: inclusdo de xilanase + protease + fitase;
Xilanase: dieta com xilanase; Protease: dieta com protease; Fitase: dieta com fitase. 2Contetido por kg de produto: vitamina A (min):
5.000.000 UI, vitamina D3 (min): 1.000.000 Ul, vitamina E (min): 25.000 UI/kg, vitamina K3 (min): 3.000 mg/kg, vitamina B1 (min):
1.500 mg/kg, vitamina B2 (min): 4.000 mg/kg, vitamina B6 (min): 1.500 mg/kg, vitamina B12 (min): 18.000 mg/kg, niacina (min):
18g/kg, acido pantaténico (min): 9.200 mg/kg, acido félico (min): 500 mg/kg , selénio (min): 300 mg/kg, ferro (min): 100 g/kg,
cobre (min): 30 g/kg, Manganés (min): 80 g/kg, zinco (min): 160 g/kg, iodo (min): 2000 mg/kg 3Aditivos: Tiamulina: 0,050 g/kg;
Lincomicina: 0,020 g/kg; Adsorvente: 0,100 g/kg e Acidificante: 0,250 g/kg. *Valores calculados com base na composi¢do nutricional
das matérias-primas (Rostagno et al.,, 2011).5 Valores considerando valoriza¢do nutricional de cada enzima.
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Os ajustes nutricionais foram realizados com as inclusdes das enzimas em
substituicao ao material inerte (caulim), mantendo o percentual do milho e do farelo de
soja constantes e variando a inclusao percentual dos demais ingredientes nas dietas. Os
animais receberam as dietas a vontade dos 30 aos 100 kg e o periodo experimental teve
duracdo de 84 dias.

A temperatura ambiente e a umidade relativa do ar foram registradas
diariamente, as 08:00 e 16:00 horas, por meio de um conjunto de termdémetros de bulbo
seco, bulbo imido e globo negro, instalados no centro do galpao, a altura do corpo dos
animais. Determinou-se o indice de temperatura de globo negro e umidade (ITGU) de
acordo com Buffington et al. (1977).

As variaveis de desempenho estudadas foram o peso final (PF), consumo de racao
didrio (CRD), proteina bruta (CPBd), lisina digestivel (CLISd), energia metabolizavel
(CEMA), ganho de peso diario (GPD) e conversdo alimentar (CA).

As pesagens dos animais foram realizadas no inicio e no final de cada fase do
periodo experimental. Foram quantificados diariamente as sobras e desperdicios de
racdo (kg) para quantificacao do CRD. O GPD foi obtido pela diferenca entre o PF e PI dos
suinos por ocasido do inicio do experimento, divido pelo nimero de dias.

Os CPBd, CLISd e CEMd, foram obtidos por meio da multiplicagdo CRD (kg) no
periodo pelos respectivos contetidos em cada dieta considerando o aporte de nutriente
das enzimas. A CA foi calculada considerando-se o CRD divido pele o ganho de peso no
periodo experimental.

Apés a pesagem final os animais foram submetidos a jejum de alimentos s6lidos
de oito horas. Posteriormente, foram transportados para o frigorifico, onde

permaneceram em baias de repouso por quatro horas. Em seguida foram abatidos de
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acordo com os padrdes de manejo e procedimentos de abate em vigor estabelecidos pela
legislacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Ao final da linha de abate e antes do resfriamento as carcagas foram pesadas para
obtencdao PCQ e separadas em duas metades por um corte longitudinal na linha dorso-
lombar, que corresponde a coluna vertebral. Na 132 costela, foram mensuradas a ET, CM
e PM Longissimus dorsi, com o auxilio da pistola Hennessy Granding System. As variaveis
de carcaca analisadas foram o peso de carcaga quente (PCQ), espessura de toucinho
(ET), porcentagem e quantidade de carne magra (CM), profundidade do musculo
Longissimus dorsi (PM) e indice de bonificacao de carcaca (IB).

A porcentagem e quantidade de CM na carcaga foi determinada por meio da
equacdo proposta por Bridi e Silva (2007): CM (%) = 60 - (ET x 0,58) + (PM x 0,10); CM
(kg): PCQ X CM (%) /100. O IB foi calculado por meio da equacao: IB = 23,6 + (0,286 x
PCQ) + (CM, %), propostas por Bridi e Silva (2007).

As variaveis estudadas foram submetidas a analise de variancia pelo procedimento
GLM do programa Statistical Analysis System (SAS, 2009). Foi utilizado o modelo
estatistico:

Yij: i+ di + bj + ejj
onde: Yij = estimativa das varidveis estudadas; p = média geral; di = efeito da i-ésima
dieta; bj = efeito do bloco j; ejj = erro aleatdrio associado a observacao Yij. O teste Scheffé
foi utilizado para comparagdo entre as dietas. Os contrastes estudados foram: C1: CP x
CN; C2: CP x Xilanase; C3: CP x Protease; C4: CP x Fitase; C5: CP x Blend; C6: Blend x

Xilanase + Protease + Fitase e C7: Blend x CN. Adotou-se o nivel de 5% de significancia.
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Resultados

A temperatura média de globo negro calculada durante o periodo experimental foi
de 31,13+0,60 °C e o ITGU médio calculado foi de 79,07+4,66, com umidade relativa do
ar de 73,66%2,21%.

Suinos alimentados com dieta CP apresentaram melhores valores (P<0,05) de PF,
CLISd, GPD e CA em comparag¢dao com a dieta CN (Tabela 7). Nao houve diferenca
(P>0,05) para nenhuma das variaveis de desempenho avaliadas entre os animais que
foram alimentados com CP e com as dietas contendo as enzimas isoladas e associadas
(C2, C3, C4 e C5), assim como entre as dietas blend e enzimas isoladas (C6). Animais
alimentados com a dieta Blend apresentaram maior (P<0,05) PF, CRD, CLISd, CEMd e
GPD e melhor (P<0,05) CA em relagdo aqueles alimentados com a dieta CN (C7).

Constatou-se melhores (P<0,05) PCQ, CM, QCM e IB (C1) para suinos alimentados
com a dieta CP quando comparados aqueles alimentados com a dieta CN. Nao foi
observado efeito (P>0,05) para as varidveis de carcaca entre as dietas CP e as dietas
contendo as enzimas isoladas e associadas (C2, C3, C4 e C5), exceto para a CM (P<0,05)
no C4, em que a dieta fitase proporcionou maior porcentagem de carne magra nas
carcagas dos animais em comparag¢ao com os alimentados com dieta CP.

Animais que receberam a dieta blend (C6 e C7) apresentaram aumento da ET
(P<0,05) em comparagdo aqueles alimentados com as dietas contendo as enzimas
isoladas e CN. Foi observado reduc¢ao (P<0,05) do CM e IB do blend em comparagao a
enzimas isoladas. Foi observado aumento (P<0,05) do PCQ, CM e QCM dos animais

alimentados com a dieta blend em comparacdo aqueles alimentados com CN (C7).



Tabela 7- Desempenho de suinos, machos castrados, dos 30 aos 100 kg alimentados com dietas contendo xilanase, protease, fitase isoladas ou

associadas
Dietas* Variaveis
PI, kg PF, kg CRD, kg CPBd, g CLISd, g CEMd,g GPD, kg CA
Controle Positivo 28,80 107,81 2,64 345,50 19,83 8,10 1,098 2,41
Xilanase 28,81 107,82 2,68 351,99 19,52 7,99 1,096 2,45
Protease 27,70 104,13 2,58 332,01 19,09 8,04 1,081 2,39
Fitase 27,13 101,82 2,57 335,21 18,92 7,72 1,053 2,45
Blend 27,68 103,14 2,72 354,60 19,46 8,06 1,070 2,55
Controle Negativo 28,34 90,85 2,51 331,49 17,59 7,48 0,855 2,96
CV (%)? 18,86 9,28 9,12 9,52 9,59 9,47 7,18 10,1
Contrastes ortogonais?

C1 (CPxCN) 0,000 0,250 0,383 0,014 0,089 <,000 <,000
C2 (CP x Xilanase) 0,959 0,924 0,919 0,898 0,559 0,937 0,840
C3 (CP x Protease) 0,315 0,672 0,553 0,572 0,935 0,059 0,995
C4 (CP x Fitase) 0,149 0,637 0,730 0,469 0,431 0,057 0,602
C5 (CP x Blend) 0,143 0,350 0,277 0,935 0,751 0,409 0,178
C6 (Blend x Xilanase+Protease+Fitase) 0,398 0,137 0,091 0,559 0,344 0,838 0,167
C7 (Blend x CN) 0,021 0,039 0,052 0,010 0,043 <,000 0,002

Nooupb~w

*Controle positivo; Xilanase: redu¢ido de 100 Kcal de EM kg ra¢do-!; Fitase: controle + inclusao 100 g/t de fitase (1000 FTU / kg); Protease: controle + inclusdo de
125 g/t de protease (U / kg); Blend: dieta contendo xilanase + protease + fitase; Controle negativo: sem adi¢do de enzimas.

**PI: peso inicial; PF: peso final; CRD: consumo diario de racdo; CPBd: consumo de proteina bruta diario; CLISd: consumo de lisina digestivel diario; CEMd:
consumo de energia metabolizavel diario; GPD: ganho de peso diario; CA: conversao alimentar.

1CV = coeficiente de variagdo; 2P<0,05 ¢é significativo para analise de contrastes ortogonais ao teste de Scheffé.
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Tabela 8 - Caracteristicas de carcaga de suinos, machos castrados, alimentados dos 30 aos 100 kg alimentados com dietas contendo xilanase,
protease, fitase isoladas ou associadas

Dietas* Variaveis**

PCQ, kg ET, mm PM, mm CM, % QCM, kg IB, %
Controle Positivo 84,56 16,77 51,07 55,38 46,68 103,16
Xilanase 84,00 15,39 58,30 56,91 47,75 104,53
Protease 80,47 15,68 58,20 56,73 45,65 103,34
Fitase 80,42 13,69 56,40 57,70 46,39 104,30
Blend 80,66 17,76 56,35 55,33 47,78 101,99
Controle Negativo 66,52 13,57 54,15 57,55 38,37 100,17
CV (%)? 7,88 23,92 15,74 3,79 8,53 2,80

Contrastes ortogonais?

C1 (CPxCN) <,0001 0,075 0,496 0,037 <,0001 0,047
C2 (CP x Xilanase) 0,932 0,376 0,094 0,117 0,384 0,220
C3 (CP x Protease) 0,213 0,583 0,084 0,207 0,639 0,867
C4 (CP x Fitase) 0,332 0,097 0,181 0,029 0,831 0,290
C5 (CP x Blend) 0,151 0,582 0,302 0,898 0,239 0,322
C6 (Blend x Xilanase+Protease+Fitase) 0,359 0,049 0,455 0,024 0,083 0,025
C7 (Blend x CN) <,0001 0,020 0,794 0,026 0,002 0,285

*Controle positivo; Xilanase: reducdo de 100 Kcal de EM kg racdo!; Fitase: controle + inclusdo 100 g/t de fitase (1000 FTU / kg); Protease: controle
+inclusdo de 125 g/t de protease (U / kg); Blend: dieta contendo xilanase + protease + fitase; Controle negativo: sem adi¢do de enzimas.

**¥PCQ: peso de carcaca quente; ET: espessura de toucinho; PM: profundidade de musculo; CM: carne magra; QCM: quantidade carne magra em kg IB: indice
de bonificacao.

1CV = coeficiente de variacdo; 2P<0,05 é significativo para andlise de contrastes ortogonais ao teste de Scheffé.
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Discussao

O ITGU durante o periodo experimental foi acima ao registrado para
ambiente de estresse por calor de 66,9 (Orlando et al., 2006). Dessa forma, pode-se
inferir que os animais, em alguns momentos, ndo estiveram totalmente em zona de
conforto térmico. No entanto, o desempenho dos animais nao foi prejudicado pelas
temperaturas ambientais elevadas quando comparado aos padrdes estabelecidos
pelas tabelas brasileiras (Rostagno et al., 2017), provavelmente pela presenca de
lamina d’agua nas baias e também pela baixa densidade de criagdo, permitindo que
os animais fizessem a troca de calor de forma eficiente.

A melhora observada no PF, GPD e CA dos animais alimentados com a dieta
CP em relacdo a dieta CN pode ser explicada considerando que a dieta CP
apresentou maior densidade nutricional, uma vez que foi formulada para atender
as exigéncias nutricionais dos suinos. Além disso, pode-se inferir que a igualdade
de respostas de desempenho e carcaca entre CP e as dietas com as enzimas
adicionadas de forma isolada ou associadas foi consequéncia do incremento da
digestibilidade nas dietas com menores niveis nutricionais a partir da acao das
enzimas.

Estes resultados indicam que a inclusdao das enzimas exdgenas as dietas
beneficiou o desempenho dos suinos, considerando sua capacidade em degradar
compostos antinutriconais que dificultam a digestdo dos nutrientes (Ruiz et al.,
2008), mesmo numa dieta baseada em milho e farelo de soja, considerados como
alimentos de alta qualidade.

A igualdade de respostas de animais alimentados com as dietas, observada
nos contrastes C1, C2, C3, C4, C5 e C6, evidencia o fato de que suinos alimentados

com dietas com redug¢des nutricionais e suplementadas com enzimas nao foram
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prejudicados em relacao ao CRD, CLISd, CPBd e CEMd, uma vez que a densidade
energética da dieta pode influenciar o consumo voluntario dos animais (Quiniou e
Noblet, 2012), demonstrando que as enzimas exdgenas isoladas ou associadas
foram capazes de disponibilizar nutrientes e energia dos ingredientes das dietas
conforme evidenciado por Ruiz et al. (2008). Resultados semelhantes foram
observados por Park et al. (2003) e Silva et al. (2013) que ndo identificaram
diferencas no CRD para suinos nas fases de crescimento e terminacao quando
alimentados com complexos enzimaticos em dietas a base de milho e farelo de soja.

Para a dieta CN, esperava-se maior CRD dos animais em relacdo aqueles
alimentados com as dietas contendo enzimas associadas, uma vez que, suinos
alimentados com dietas com menor densidade nutricional, principalmente de
energia, necessita consumir mais alimento para suprir suas necessidades
(Gongalves et al., 2015). No entanto, este efeito ndo foi observado no presente
estudo.

O maior CRD observado pelos animais que consumiram a dieta blend em
relacdo a CN pode ser explicado pelo fato de que suinos em crescimento e
terminacdo possuem pH mais acido no estbmago beneficiando a produciao de
enzimas enddgenas como a pepsina, o que pode ter prejudicado a atividade do
complexo enzimadtico (xilanase+protease+fitase), ocasionando a desnaturagao
parcial dessas enzimas e consequentemente, reduzindo sua acdo no trato
gastrintestinal (Ruiz et al., 2008), resultando em maior consumo de ragdo pelos
animais, para atender suas exigéncias.

Além disso, repostas semelhantes entre a dieta CP e com enzimas isoladas
ou na forma de blend, demonstram que é possivel reduzir o nivel energético nas

fases de crescimento e terminacdo em até 150 kcal de EM, 0,15% no total dos
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aminodcidos lisina, met + cis, treonina, triptofano e valina, 0,096% de P, 0,091% de
Ca e 0,002% de Na, sem prejudicar o desempenho dos suinos desde que essas
enzimas sejam utilizadas. Esse efeito pode estar relacionado ao fato de que a
adicao de enzimas na dieta de suinos possibilita menor gasto energético para a
producdo de enzimas endoégenas, e desta forma a energia é aproveitada para
melhora do desempenho.

Neste sentido a inclusdo de xilanase nas dietas pode ter melhorado a
digestibilidade dos nutrientes do milho e farelo de soja por meio da acao sobre os
PNA'’s, favorecendo a absorc¢ao de nutrientes (Willamil et al., 2012).

Mesmo que o milho possua alta digestibilidade para os suinos, ha diferengas
na digestibilidade do amido, e acredita-se que isso esta relacionado aos fatores
antinutriconais, principalmente quanto ao contetido de PNA’s que pode ocasionar
limitacdo no aproveitamento de nutrientes, diminuindo a disponibilidade de
energia oriunda da dieta (Cowieson et al.,, 2010) e, portanto, qualquer aumento
percentual na digestibilidade dos nutrientes é valida, sendo que este propésito
pode ser alcancado por meio da xilanase.

A xilanase pode aumentar a digestibilidade de nutrientes energéticos como
o amido e a gordura, por reduzir os efeitos dos PNA’s, permitindo que as enzimas
endogenas tenham acesso a seus substratos (Adeola e Bedford, 2004). A melhora
na utilizagcdo de energia se da pela mudancga na absor¢do de nutrientes que ocorre
em maior quantidade no intestino delgado, diminuindo a competicdo pelos
microrganismos, concentrando os nutrientes no 6rgao onde ha maior possibilidade
de absorcao (Adeola e Cowieson, 2011).

O mecanismo de acdo da xilanase em dietas para suinos sugere reduzir a

viscosidade da digesta na borda em escova do intestino delgado gerando melhora
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digestibilidade da matéria seca, energia, fibra, através da hidrélise dos PNA’s,
facilitando dessa forma a acdo das enzimas endégenas e possibilitando maior
aproveitamento de nutrientes (Passos et al., 2015; Duarte et al., 2019).

No mesmo sentido, pode-se inferir que o complexo enzimatico
correspondente a dieta blend (xilanase + protease + fitase) proporcionou efeito
aditivo da acao individualizada de cada enzima, podendo ser utilizado na dieta na
forma de complexo enzimatico, uma vez que houve desempenho similar entre as
dietas CP e as demais enzimas. Isto é evidente, pois, ndo foi observado no presente
estudo efeito entre as dietas CP e blend para as variaveis de desempenho. Esse fato
pode ser explicado devido aos consumos de CRD, CLISd e CEMd e GPD semelhantes
pelos animais alimentados com a dieta blend e, consequentemente, adequada
ingestao dos nutrientes da dieta. Essa resposta também pode indicar a existéncia
de sinergismo entre as enzimas, pois cada enzima ird agir sobre diferentes
substratos e, consequentemente, irdo liberar compostos distintos para serem
aproveitados pelos animais.

Acredita-se que a adicdo da enzima protease na dieta de suinos possa
melhorar a digestibilidade dos aminoacidos levando a capacidade de manter o GPD
dos animais em relacdo a dieta CP (Guggenbuhl et al.,, 2012; Cowieson et al., 2012,
Min et al.,, 2019).

De mesmo modo, entende-se que a fitase pode melhorar o ganho dos
suinos, pois o acido fitico além de aprisionar o fésforo, pode prejudicar a protedlise
dificultando a acao de enzimas enddgenas como a pepsina, tripsina e a-amilase
(Cowieson et al., 2008). A fitase promove a degradacao do mio-inositol a fésforo
inorganico, ocorrendo a liberacdo do grupo ortofosfato e, consequentemente, o

grupamento amino de aminoacidos basicos e demais cations para serem
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absorvidos (Ludke et al., 2002), aumentando a digestibilidade da proteina,
aminoacidos, energia e também de minerais contidos nas dietas (Camiruaga et al.,
2001, Nortey et al., 2007).

A utilizacdo de enzimas na alimentacdo de suinos também permite que
ingredientes onerosos como o O6leo de soja, fosfato bicalcico e aminoacidos
industriais comumente utilizados em dietas sejam substituidos parcialmente ou
até totalmente na formulagao reduzindo o custo de alimentacao.

Diversos trabalhos que divergem em relacao os efeitos das enzimas sobre o
desempenho dos animais. A divergéncia de resposta pode estar relacionada aos
ingredientes utilizados na composicao das dietas como a cevada, trigo e canola que
possuem maiores quantidades de fatores antinutricionais como por exemplo, os
PNA'’s (Mavromichalis et al., 2000; Yin et al., 2001; Barrera et al., 2004; O'Connell et
al,, 2005).

A melhora do PCQ, QCM, e IB dos animais alimentados com a dieta CP em
relacdo ao CN (C1) era esperada uma vez que a dieta CN foi formulada com
reducdes nutricionais significativas em relagdo as exigéncias dos animais. No
entanto, a menor porcentagem de CM da dieta CP em relacao a dieta CN e a dieta
fitase (C4), se deve ao fato de os animais destas dietas apresentarem menor PF e
menor valor de ET e assim apresentaram maior valor de CM. No entanto, ao
compararmos a quantidade QCM podemos observar maior valor para os animais
na dieta CP em relacdo a CN e valores semelhantes para a dieta com fitase.

Do mesmo modo, a semelhanca entre as dietas CP e com adi¢coes de enzimas
isoladas ou associadas (C2, C3, C4 e C5) é respaldada pelos dados de desempenho,
e confirma o papel das enzimas em manter os ajustes nutricionais sem prejudicar

as caracteristicas de carcac¢a de suinos. Também, pode-se inferir que as dietas com
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adicdo de enzimas isoladas ou associadas podem ser potenciais substitutos a
ingredientes onerosos na alimentagao de suinos.

O efeito aditivo de cada enzima é considerado como uma hipétese que pode
melhorar a capacidade dos animais em converter nutrientes em ganho de forma
mais eficiente, assim esperava-se que a dieta blend proporcionasse melhora na ET
e CM comparados com as dietas contendo enzimas isoladas e CN. Contudo, este
efeito nao foi observado no presente estudo.

Os complexos enzimaticos podem resultar diferentes respostas pelos
animais, considerando fatores como os diferentes microrganismos que dao origem
as enzimas, o desconhecimento de como ocorre a relacdo de sinergismo do
complexo enzimatico no organismo animal (O'Shea et al, 2014). As diversas
condi¢des no trato gastrintestinal também podem ditar como as enzimas irdo se
comportar como a taxa de passagem, temperatura corporal, pH, comprimento do
trato gastrintestinal, concentracdo do produto em razdo da hidroélise da enzima e
concentracdo das enzimas enddgenas, além dos diferentes tipos de ingredientes
utilizados nas dietas (Acomovic e Mccleary, 1996).

Alguns trabalhos demonstram que a adi¢do de enzimas em dietas de suinos
nao influencia negativamente as caracteristicas de carcaca, conseguindo manter a
qualidade de carcagas em dietas com ajustes nutricionais (O'Shea et al., 2014; Choe
et al, 2017), confirmando a hipétese de que ha neutralizagdo dos fatores
antinutriconais, como inibidores de enzimas e melhorar a digestibilidade dos
nutrientes (Zuo et al., 2015). No entanto, estudos avaliando o efeito de enzimas
isoladas e associadas na carcaga de suinos desde o crescimento a terminag¢do ainda

Sa0 escassos.
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Conclusoes

A inclusdo de xilanase, protease e fitase de maneira isolada ou associada
com suas respectivas matrizes nutricionais em dietas para suinos de 30 a 100 kg
gera desempenho e carcagas similares a animais alimentados com dieta com
maiores niveis de nutrientes.

E possivel considerar a matriz nutricional da xilanase, protease e fitase nas
dietas sem que haja decréscimo de desempenho e de carcaca dos suinos.

A reducao do nivel energético em até 150 kcal de EM, 0,15% no total dos
aminodcidos lisina, met + cis, treonina, triptofano e valina, 0,096% de P, 0,091% de
Ca e 0,002% de Na ndo prejudica o desempenho de suinos dos 30 a 100 kg de peso
vivo com a adi¢do das enzimas xilanase, fitase e protease de forma isoladas ou

associadas.
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