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acordo com o conceito de proteina ideal e suplementadas com enzima fitase
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RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido para avaliar os efeitos da enzima fitase sobre a cinética do P nos
tecidos de suinos, alimentados com dietas formuladas de acordo com o conceito de proteina ideal e
suplementadas com enzima fitase. Foram utilizados 20 suinos machos castrados, distribuidos em um
delineamento em blocos ao acaso, com cinco tratamentos e quatro repeti¢des. Os animais foram alojados
em gaiolas metabolicas durante 17 dias, sendo 10 dias para adaptagdo e sete dias para coletas de fezes e
urina. Amostras de sangue foram coletadas por cinco dias. No primeiro dia da fase experimental, cada
animal recebeu, por via endovenosa, uma solucéo radioativa com 7,4MBq de *P. No final do periodo
experimental, os animais foram sacrificados, e amostras de tecidos do musculo (lombo), coracéo, figado,
rins e ossos foram coletadas. A enzima fitase interferiu na cinética do *P, levando a uma menor
incorporacgéo nos tecidos dos 0ssos.

Palavras-chave: nutricdo animal, aminoécidos digestiveis, fitato, poluigdo ambiental
ABSTRACT

This study was developed to evaluate the kinetic of the P in the pigs’ tissues, feed diets formulated
according the ideal protein concept and supplemented with phytase enzyme. Twenty male pigs were used,
distributed in a randomized blocks experimental design, with five treatments and four replicates. The
animals were housed in metabolic cages for 17 days, with 10 days for adaptation and 7 days for
collection of feces and urine. Blood samples were collected in 5 days. On first day of the experimental
phase, each animal was intravenously injected with 7.4 MBqg 32P. At the end of the experiment the
animals were slaughtered and samples of muscle (loin), heart, liver, kidney and bones were collected. The
enzyme fitase interfered in the kinetics of 32P, leading to a smaller incorporation of bone tissues.

Keywords: animal nutrition, digestible amino acid, environmental pollution, phytate

INTRODUCAO com as necessidades dos animais (Moreira et al.,
2011).

Os suinos sdo animais que possuem crescimento
rapido, o que leva & ingestio de O P desempenha papel fundamental no
grandes quantidades de alimentos, elevando, metabolismo animal, por estar envolvido em
consequentemente, a quantidade de dejetos inimeras  reagOes bioquimicas, permitindo o
produzidos;  assim,  caracteriza-se  como acontecimento de todos os eventos necessarios
indispensavel o uso de dietas ajustadas de acordo ao crescimento e desenvolvimento dos animais

(Agudelo et al., 2010).
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Moreira et al.

Racdes desbalanceadas em P afetam a absorcéo
de calcio e reduzem a taxa de crescimento dos
tecidos, diminuindo o crescimento dos animais e
0 desenvolvimento dos 0ssos. Nos ultimos anos,
diversos pesquisadores no Brasil e em vérias
regibes do mundo tém pesquisado 0s mais
diferentes aspectos que envolvem o uso do P no
metabolismo dos animais (Teixeira et al., 2004a;
Moreira et al,. 2004; Arouca et al., 2009). O que
se pretende é produzir dietas por um custo mais
reduzido, as quais permitam maximizar o
desenvolvimento dos animais e minimizar as
excrecdes de P.

A maior rota de excrecdo do P é pelas fezes,
seguida pela fracdo enddgena, que apresenta
valores superiores a excre¢do na urina (Lopes et
al., 2009a).

Os dejetos de suinos podem ser utilizados como
substrato para producdo de biogads e como
fertilizantes, entretanto muitos produtores de
suinos ainda ndo se conscientizaram da
importancia do manejo adequado dos dejetos
para reduzir os impactos ambientais. Em
algumas regides do Brasil, os impactos
provocados pela poluicdo devido ao manejo dos
dejetos sdo insustentaveis (Meinerz et al., 2011),
sendo necessdria a criagdo de leis mais
restritivas, pois, no futuro, os danos serdo
irreparaveis.

Os dejetos de suinos sdo normalmente ricos em
nutrientes, principalmente P e N; assim, quando
ndo sdo manejados corretamente, podem
contaminar as aguas, provocando eutrofizagdo e,
consequentemente, levando a mortalidade de
peixes e organismos aquaticos (Bennett et al.,
2001).

Na nutricdlo de suinos, a combinagdo de
alimentos ricos em P total, como farelo de arroz
integral e desengordurado, permite a retirada
total das fontes de fésforo inorgénico, com a
adicdo de cerca de 750UF/kg de dieta, para
suinos em crescimento, 0 que pode levar a
reducdo do custo das dietas e do impacto ao
ambiente pela menor excrecdo de P nos dejetos
(Moreira, 2002).

A enzima fitase tem demonstrado ser eficiente
em disponibilizar o P complexado nas moléculas
de fitato, conforme diversos experimentos
desenvolvidos (Ludke et al., 2002; Moreira et
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al., 2003), entretanto poucos estudos reportam os
efeitos dessa enzima apos a absorgéo.

Muitos trabalhos ja foram desenvolvidos com o
proposito de estudar a digestibilidade do fitato e
a absorcdo do P (Machinsky et al., 2010), mas
poucos abordaram os efeitos da fitase sobre a
cinética nos tecidos.

O uso de material radioativo proporciona
condicles para 0 acompanhamento passo a passo
do elemento estavel em associacdo ao radioativo,
permitindo 0 acompanhamento da trajetéria do
mineral pelo metabolismo animal (Vitti e
Kebreab, 2010).

O *pP ¢ um isétopo do *'P, mas é radioativo,
sendo produzido artificialmente. No
metabolismo  animal, o0s is6topos tém
comportamento similar, 0 que permite o estudo
do is6topo estdvel pela monitoracdo do seu
isdtopo radioativo (Vitti e Kebreab, 2010).

O estudo da cinética nos tecidos é desenvolvido
baseado na atividade especifica (AE), que
representa a relacdo entre os &tomos dos is6topos
radioativos e estaveis, observados no plasma e
nos tecidos (Lopes, 1998).

A atividade especifica padronizada (AEP)
representa a padronizacdo da concentracdo do
is6topo radioativo em relagdo ao peso do animal,
e a atividade especifica relativa (AER) quantifica
a velocidade de utilizacdo do mineral pelos
tecidos (Lopes, 1998).

Apbs a aplicagdo do radiotracador, a AE no
plasma e nos fluidos extracelulares é mais
elevada do que nas células, mas o intercAmbio do
elemento faz com que a AE dos tecidos aumente
até se igualar com o plasma, quando o valor da
atividade especifica sera igual a um (Bueno,
1997).

O objetivo do presente estudo foi avaliar as
influéncias do uso de diferentes niveis de enzima
fitase nas dietas para suinos em relacéo a cinética
do P nos tecidos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 leitdes mestigos, machos
castrados, com peso médio de 26,8kg, alojados
em gaiolas metabdlicas. Os tratamentos
consistiram dos seguintes niveis de enzima fitase
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(Quantun Phytase): 0, 250, 500, 750 e
1000FTU/kg de ragéo.

As dietas experimentais foram formuladas a base
de milho e farelo de soja, contendo 14% de PB e
3250kcal de EM, e suplementadas com
aminoacidos (L-lisina, DL-metionina, L-treonina
e L-triptofano), minerais e vitaminas, para
atender as necessidades nutricionais de suinos na
fase de crescimento, seguindo as recomendacdes
sugeridas por Rostagno et al. (2011), exceto em
fésforo.

As racGes foram compostas por 84,03% de
milho, 13,50% de farelo de soja, 0,372% de
fosfato bicélcico, 0,64% de calcério, 0,025 de
premix vitaminico-41, 0,025% de premix
vitaminico-25, 0,10% de premix mineral, 0,51%
de L-lisina (98,5%), 0,11% de DL-metionina
(99,5%), 0,18% de L-treonina (98,5%) e 0,05%
de L-triptofano (98,5%) e diferentes niveis de
fitase (0, 0,01; 0,02; 0,03; e 0,04%).

As dietas foram calculadas de acordo com o
consumo metabélico (W%™) e umedecidas na
proporcdo de 1:1 &gua/ragdo, sendo fornecidas
aos animais em duas refei¢des didrias, as 7h30 e
as 15h30.

Na fase de adaptacdo, os animais foram
estimulados a consumirem o maximo de rag&o.
Entretanto, na fase de coleta, visando evitar
sobras, as quantidades de racdo em cada
tratamento foram baseadas no menor consumo
entre os animais do bloco, obtido no periodo pré-
experimental. A agua foi oferecida & vontade.

O experimento foi desenvolvido no periodo de
17 dias, sendo 10 dias para adaptacdo e sete dias
para coletas de sangue, fezes e urina.

No inicio da fase experimental, cada animal
recebeu, por via endovenosa, 0,5mL de uma
solugéo radioativa com 7,4MBq de *P.

A solucéo radioativa, preparada de acordo com
Vitti et al. (2006), constituiu-se de fosfato de
sodio (Na,H**PO,), livre de carregador, e foi
adquirida no Instituto de Pesquisas Energéticas
Nucleares (IPEN). Apés a aplicacdo do material
radioativo, foram coletados diariamente, durante
sete dias, 10mL de sangue, com o uso de tubos a
vacuo heparinizados, em intervalos de 24 horas.

No final do periodo experimental, os animais
foram abatidos, e amostras dos ossos (10% a 14°
costelas), figado, coracdo, rins e musculo
(longissimus  dorsi) foram coletadas para
avaliagdo da cinética do P nos tecidos.

A deteccdo da radioatividade nas amostras de
plasma e dos tecidos foi realizada em
espectrometro de cintilagdo liquida por efeito
Cerenkov (International..., 1979). O contetdo de
fésforo inorganico no plasma foi determinado
por colorimetria, segundo Fiske e Subbarrow
(1925), e, nos tecidos, pelo método vanadato-
molibidato (Sarruge e Haag, 1974). As analises
foram realizadas no Laboratorio de Nutrigdo
Animal do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de S&o Paulo.

Os céalculos do percentual das atividades
especificas (*P / P total) foram feitos de acordo
com Lofgreen (1960).

Para todos os tecidos coletados, calcularam-se,
além da concentracdo de P (mg/g matéria seca), a
retencdo do P radioativo, a atividade especifica
padronizada (AEP) e a atividade especifica
relativa (AER), como descrito a seguir:

cpm da amostra do tecido/g MS

cmp dose injetada

Retencio de 3P =

mg P/g MS kg

em que; cpm = contagem por minuto.

cpm da amostra do tecido/g MS

AEP = mg P/ gMS
P doseinjetada
kg peso vivo
AER = atividade especifica do tecido (AET)

atividade especifica do plasma (AEP)
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A meia-vida biologica e efetiva do fdsforo foi
determinada utilizando-se um sistema cartesiano
com atividade especifica no plasma, e o tempo
de acordo com a lei de decaimento dos atomos
radioativos (International..., 1979).

-|-1/2:|”_2, em que: K = constante de

K

decaimento bioldgico, calculado pela equagao
exponencial: A = Ao.e-kt, em que: A = atividade
especifica no instante t; Ao = atividade
especifica inicial (t=o0 e t = tempo).

A meia-vida bioldgica (Th) mede a velocidade
de desaparecimento do radioisétopo no plasma, e
a meia-vida efetiva (Te) mede o desaparecimento
nos tecidos; assim, a meia- vida bioldgica e a
meia-vida efetiva constituem sinalizador do
tempo de reciclagem dos minerais no plasma e
nos tecidos. Neste contexto, quanto maior o
valor observado, menor a velocidade de
desaparecimento do mineral do plasma e dos
tecidos. O desaparecimento do plasma constitui
uma somatdria das saidas via fezes, urina,
tecidos e saliva, mas nos tecidos representa a
velocidade de utilizagdo para  funcdes
metabolicas e mobiliza¢do para o plasma.

A analise estatistica dos parametros estudados no
experimento foi realizada de acordo com o SAS
(Statistical..., 2002). Utilizou-se o delineamento
em esquema de parcela subdividida, sendo os
niveis de fitase considerados como parcelas e 0s
tecidos como subparcelas. Aplicou-se o “teste t”
para comparar as médias entre oS parametros
estudados, e, para avaliar os efeitos da incluséo
dos niveis crescentes de fitase nas dietas sobre a

cinética nos tecidos, utilizou-se a analise de
regressao por polindmios ortogonais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O P consumido ndo foi afetado pela enzima
fitase. Isto ocorreu porque, neste tipo de
experimento, o consumo é padronizado, e 0s
animais consumiram toda a dieta oferecida
(Tab. 1).

As variaveis meia-vida biolégica (Th), meia-vida
efetiva (Te) e P plasma também ndo foram
afetadas pela enzima fitase. Estes dados estdo de
acordo com os observados por Moreira (2002),
que também néo detectou efeito ao estudar estas
variaveis.

A cinética nos tecidos foi avaliada pela retencdo
do %P e pelas atividades especificas
padronizadas e relativas, tendo como base 0s
valores médios das dietas suplementadas com
fitase (Tab. 2). A maior concentracéo do *P foi
observada nos rins, e a menor nos 0ssos. Estes
dados estdo em consonancia com os observados
por Lopes et al. (1999b) e Teixeira et al.
(2004b), que também observaram menor
retencdo de **P no osso. Segundo Lopes et al.
(1999b), esta baixa retencdo do P nos ossos
pode estar associada ao curto periodo
experimental (14 dias). Entretanto, na avaliagdo
da atividade especifica padronizada (AEP), que
representa a padronizacdo dos valores em relacéo
ao peso dos animais, observaram-se maiores
valores para 0s 0ss0s, 0 que se justifica por ser
este um tecido de grande mobilizacéo de P.

Tabela 1. Efeitos da enzima fitase na cinética do P nos tecidos de suinos em crescimento

Nivel de inclusdo de enzima fitase (UF/kg

o de dieta)
Variaveis 0

250 500 750 1000 EPM

P consumido (g/dia) 3,88 3,81 3,94 3,81 0,1927
4,11

Meia-vida biologica (dias) 4,00 4,21 4,41 3,83 0,0900
3,89

Meia-vida efetiva (dias) 3,11 3,21 3,34 3,01 0,5242
3,05

P plasma (mg/100mL) 8,31 8,66 8,54 8,83 0,5087
8,10

*Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste t.
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Tabela 2. Cinética do P nos tecidos de suinos em crescimento

Variaveis = = Te,c idos -
Coragdo Figado Mdsculos Osso Rins EPM
P retido” 0,0073a 0,0069b 0,0070b  0,0051bb 0,0080a 0,0189
AEP” 0,0500b 0,0585b 0,0500b  0,0790a 0,0463b 0,0990
AER* 0,4889b 0,4632b 0,4808b 0,3429b 0,5609a  0,0018

*Meédias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si (p<0,05) pelo teste t.

Os rins apresentaram maiores valores da
atividade especifica relativa (AER), o que indica
ser este 0 6rgdo de maior mobilizacdo do P,
tendéncia também observada por Lopes et al.
(1999b) e Moreira et al. (2004).

Os parametros relacionados a cinética do P nos
tecidos foram avaliados para detectar os efeitos
dos niveis crescentes de enzima fitase sobre 0s
tecidos do osso, musculo, coragéo, rins e figado
(Tab. 3).

Tabela 3. Efeito dos diferentes niveis de inclusdo da enzima fitase nas dietas sobre a atividade especifica
padronizada (AEP) e a atividade especifica relativa (AER) nos tecidos de suinos

Niveis de enzima fitase nas dietas (UF/kg de dieta)

Tecidos Variaveis 0 250 500 750 1000 CV%
AEP” 0,120 0,082 0,074 0,061 0,062

0ss0 AER 0,380 0,320 0,380 0,280 0,340 21,73
AEP 0,007 0,006 0,007 0,006 0,008

Musculo AER 0,070 0,051 0,048 0,041 0,038 28,43
AEP” 0,070 0,048 0,049 0,043 0,040

Coragéo AER 0,460 0,420 0,580 0,480 0,500 14,78
AEP” 0,062 0,047 0,046 0,040 0,037

Rins AER™ 0,500 0,530 0,710 0,540 0,520 14,21
AEP” 0,079 0,060 0,057 0,051 0,045

Figado AER 0,430 0,460 0,530 0,460 0,440 13,39

*Efeito exponencial (p<0,05).
**Efeito quadratico (p<0,05).

Ao se avaliarem os efeitos dos niveis crescentes
de fitase nas dietas sobre a AEP nos tecidos,
observou-se um efeito linear negativo para os
tecidos do osso (p<0,05) (Fig. 1) e para o0s
tecidos do coracéo, rins e figado. Estes dados sdo
inversamente proporcionais aos observados por
Moreira et al. (2011) no estudo da
biodisponibilidade do P para suinos em
crescimento. De acordo com Georgievskii
(1982), a incorporacdo do fdésforo nos varios
tecidos e 6rgdos é variavel e dependente da taxa
de renovacdo e da fase de crescimento do animal.
A troca desse mineral nos tecidos decresce com a
idade e aumenta durante os periodos de atividade
reprodutiva, sendo essas trocas mais intensas no
fésforo labil do esqueleto e na matéria esponjosa
do 0sso.

O aumento do grau de desaparecimento do P nos
tecidos com elevacdo dos niveis de fitase nas
dietas indica que o P originério das moléculas de

Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.66, n.5, p.1577-1584, 2014

fitato pode ter sido utilizado preferencialmente
pelos tecidos dos animais, pois, conforme
constatado por diversos autores, a fitase atua no
intestino disponibilizando o P fitico para a
absorcdo; com isso, observa-se reducdo do P nas
excrecdes (Moreira et al., 2011). Neste contexto,
pode-se afirmar que a enzima fitase, além de
atuar sobre a absorcdo e a excrecdo do P,
também interfere na utilizagdo do mineral pelos
tecidos.

A auséncia de efeitos da AEP nos tecidos do
musculo pode ser atribuida ao uso intenso do P
no metabolismo dos animais, o que levou ao
maior grau de desaparecimento (Tab. 3).

A atividade especifica relativa ndo afetou as
variaveis: 0sso, coragdo, musculos e figado,
entretanto observou-se efeito quadratico positivo
dos niveis de enzima fitase sobre a atividade
relativa nos rins (Fig. 2).

1581



Moreira et al.

0,14
0,12

e
[a—
|

0,08 - *
0,06 -
0,04
0,02

padronizada

Atividade especifica

Y =0,1063¢E-04=
R2=0,85

0 |
0 250

500

750 1000

Enzima fitase (UF/kg de dieta)

Figura 1. Efeito da enzima fitase sobre a atividade especifica padronizada no 0sso.
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Figura 2. Efeitos da enzima fitase sobre atividade especifica relativa nos rins.

A maior velocidade de incorporacdo do P nos
tecidos ratifica os argumentos de que os tecidos
dos suinos usam preferencialmente o P originario
das moléculas de fitato, pois, embora se tenha
detectado um fluxo crescente até o nivel 750
(ponto maximo de resposta), a AEP nos tecidos
apresentou-se inversamente proporcional, o que
caracteriza o maior grau de utilizacdo do P
originario da molécula de fitato pelos tecidos.

CONCLUSAO

O uso de enzima fitase nas dietas traz beneficios
a suinocultura, pois, além de melhorar a

1582

absorcdo, reduzir a excre¢do, também interfere
de forma benéfica na utilizacdo do P pelos
tecidos dos suinos. O grau de utilizagdo do P
das dietas foi inversamente proporcional ao
intercAmbio do P do plasma para os tecidos dos
rins até 750UF/kg de dieta.
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