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Particao do P excretado nas fezes e urina de suinos em fase de crescimento,
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de enzima fitase
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RESUMO

Este estudo teve como proposito avaliar a
particdo do P excretados nas fezes e urina de
suinos em fase de crescimento, alimentados com
dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de
enzima fitase, através do uso do radiois6topo P-
32. Foram utilizados 20 suinos, machos
castrados, em delineamento de blocos ao acaso,
com cinco tratamentos — 0; 250; 500; 750 e
1000UF/kg da racdo — e quatro repeticdes. Os
animais foram alojados em gaiolas metabdlicas
por 17 dias, sendo dez dias para adaptacdo e
sete dias para coleta 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 solugdo
radioativa com 7,4AMBq de **P. O uso de fitase
em dietas para suinos proporciona redugdo do P
total e soluvel excretados nas fezes. Pode-se
reduzir em 50% a suplementacdo de P por
fosfato bicalcico nas dietas para suinos em
crescimento, adicionando 500UF/kg de dieta,
sem provocar prejuizos ao sistema fisiologicos
dos animais.

Palavras—chave: fitase, fosforo, nutricao,
técnica de dilui¢do isotopica

SUMMARY

This study had as purpose to evaluate the
partition of P excreted in the faeces and urine of
growing pigs fed with diets containing different
levels of inclusion of phytase enzyme, through
the use of radioisotope P-32.). Twenty pigs
crossbred barrows were evaluated in a
randomized block design experiment, with five
treatments, 0; 250; 500; 750 and 1000PUkg diet,
and four replicates. The animals were kept in
metabolic cages for a 10-day adaptation period
and seven days for total collection of feces and
urine. Blood samples were taken for five days.
On the first day of the collection period each
animal was injected intravenously with 7.4MBq
32p phytase. The use of Phytase in diets for
pigs provides reduction of P total and soluble
excreted in the feces. On diets for growing pigs
containing corn and soybean meal, you can
reduce by 50% of the supplementation of the
dicalcium phosphates, adding 500UF/kg diet,
without causing damage to animal physiological
system.

Keywords: isotopic dilution tecnique, phytase
enzyme, phosphorus, nutrition
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INTRODUCAO

A nutricdo animal constitui um dos
pilares que garantem a lucratividade e
sobrevivéncia dos suinocultores na
atividade. Em tempos modernos € com
0 avanco no campo da genética e
nutri¢ao animal aplicada a suinocultura,
estd atividade atingiu um nivel de
tecnologia capaz de colocéa-la entre as
principais atividades no ramo da
zootecnia (GONCALVES &
PALMEIRAS, 2006). A  maior
lucratividade do setor pode ser obtida
com a maximizac¢do da produtividade e
redugdo dos custos, aliados a mitigagao
da poluicdo ambiental. Para proteger o
ambiente € necessario estabelecer uma
acdo conjunta entre o sistema de
tratamento de dejetos e o uso de dietas
que atendam as reais necessidades
fisiologicas dos animais (SANTOS et
al., 2009).

O fésforo ¢ um elemento quimico que
participa de todo processo bioquimico
que envolve a vida do animal, presentes
em reagdes como glicolise, ciclo de
Krebs, ciclos das pentoses e fosforilagdo
oxidativa, além de participar das
moléculas dos 4cidos nucleicos. Neste
contexto, uma deficiéncia de P em
periodos longos pode levar a perda da
produtividade e da lucratividade do
setor. No entanto, nos estagios iniciais
da deficiéncia os o0ssos serdo os
primeiros oOrgdos a serem afetados
(MOREIRA et al, 2009) e os animais
estardo mais suceptiveis a fraturas
osseas.

Diversos autores apontam como
alternativa viavel o uso de fitase em
dietas para suinos (LUDKE et al., 2002;
SANTOS et al., 2008; WOYENGO et
al., 2008; DIAS et al, 2010;
AGUDELO et al.,, 2010) em fase de
crescimento e terminagdo. A fitase ndo
¢ sintetizada no trato digestivo dos

suinos, sendo o uso da enzima uma
solugdo viavel para o aproveito do
fosforo fitico, podendo reduzir o custo
das dietas e o impacto ambiental
provocado pelo P excretado nas fezes
(SANTOS et al., 2008).

Hé muitas técnicas convencionais para
estudar os impactos deste elemento no
metabolismo animal, entretanto, a
técnica de digestibilidade aparente ndo ¢
recomendada, pois desconsidera a
fracdo endodgena, que corresponde de 8
a 16% da excrecdo total (MOREIRA, et
al., 2004; TEIXEIRA et al, 2004).
Sendo assim, o uso de uma metodologia
capaz de determinar a fracdo enddgena
¢ imprescindivel.

A técnica de diluicdo isotdpica se
fundamenta no fato dos isétopos dos
elementos radioativos e estdveis terem
comportamentos similares no
metabolismo animal, permitindo o
estudo do fluxo do mineral e a
quantificacdo da fracdo enddgena
(VITTI & KEBREAB, 2010), neste
contexto este trabalho tem como
proposito avaliar a parti¢do do fosforo
excretado nas fezes e urina de suinos
em fase de crescimento, alimentados
com dietas contendo diversos niveis de
inclusdo da enzima fitase, através do
uso do radioisotopo P-32.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Nutricdo Animal do
Centro de Energia Nuclear na
Agricultura da Universidade de Sao
Paulo, em Piracicaba - SP.

Foram utilizados 20 leitdes mestigos,
machos castrados, com peso médio de
26,8+ 5,04kg, alojados em gaiolas
metabolicas, semelhantes as descritas
por Pekas (1968). Os animais foram
distribuidos em um delineamento em
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blocos casualizados, contendo 4
tratamentos e 5 repeti¢des, sendo o peso
utilizado como  parametro  para
formagao dos blocos. Os tratamentos
consistiram dos niveis de enzima fitase
(Quantun Phytase): 0; 250; 500; 750 e
1000UF/kg de ragao.

As ragdes  experimentais  foram
compostas por milho e farelo de soja,
contendo 14% de PB e 3250kcal de
energia metabolizavel, suplementadas
com aminodcidos (L-lisina, DL-
metionina, L-treonina e L- triptofano),
minerais e vitaminas, para atender as
exigéncias nutricionais de suinos na
fase de crescimento, exceto em P,
seguindo as recomendacdes sugeridas
por Rostagno et al. (2011). As dietas
foram oferecidas aos animais de acordo
com o consumo metabdlico (W*),
sendo umedecidas na proporcao de 1:1
agua/racao.

As dietas foram compostas por 84,03%
de milho, 13,50% de farelo de soja,
0,372 % de fosfato bicalcico, 0,64 % de
calcario, 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%),
contendo: 0,0; 0,01; 0,02; 0,03 ¢ 0,04%
de enzima fitase, respectivamente.

As racoes foram oferecidas aos animais
em duas refeigoes diarias, as 7h30min e
as 15h30min. Na fase de adaptacdo, os
animais foram estimulados a
consumirem o maximo de racdo, e, na
fase de coleta, visando evitar sobras, as
quantidades de ragdo em cada
tratamento foram baseadas no menor
consumo dentre os animais do bloco,
obtido no periodo pré- experimental
(SAKOMURA & ROSTAGNO, 2007).
A 4agua foi oferecida a vontade. No
primeiro dia da fase experimental, cada
animal recebeu por via endovenosa,
0,5mL de uma solu¢ao radioativa com

7,4MBq de 2p.A solucdo radioativa,
preparada de acordo com Vitti et al.
(2006), era constituida de fosfato de
sodio (Na2H32PO4), livre de carregador
e adquirida no Instituto de Pesquisas
Energéticas (IPEN). Apos a aplicagdo
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.

As amostras de sangue foram
centrifugadas imediatamente apds a
coleta em 3000rpm, durante 10 minutos,
e o plasma separado.

Para a deteccdo da radioatividade,
0,5mL de plasma foi adicionado em
agua deionizada em frasco de contagem
e a determinacdo foi obtida por efeito
Cerenkov (IAEA, 1979;
NASCIMENTO FILHO & LOBAO,
1977). Ao volume de ImL de
plasma adicionou-se 9mL de acido
tricloroacético a 10%, e o teor de P

inorganico determinado por
colorimetria.

As fezes foram coletadas durante sete
dias, pesadas, maceradas e

homogeneizadas e, para determinagdo
da radioatividade, foi colocado um
grama em cadinhos de porcelana para as
determinacdes da matéria seca (100°C)
e das cinzas (500°C). As cinzas foram
digeridas com 10mL de acido sulfurico
(18 N) e o material digerido colocado
em frascos de cintilagdo, completando-
se o volume para 20mL com 4&gua
destilada, determinando-se a
radioatividade por efeito Cerenkov
(VITTI et al., 2006).

Para determinagdo do P total, cerca de 1g
de fezes foi digerido com SmL de éacido
cloridrico  concentrado,  seguindo-se
filtragem e, ao volume de 2,5mL do
filtrado foram adicionados 2,5mL de
agua deionizada e 2mL de reagente
misto (quantidades iguais de molibdato
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de amonia a 5% e vanadato de amonia a
0,25% (SARRUGE & HAAG, 1974).

A urina foi coletada diariamente, sendo
uma aligota de 10% armazenada em
freezer. O fosforo inorganico foi
determinado apds a diluicdo de ImL de
urina em 9mL de 4cido tricloroacético
(10%). Para a determinagdo da
radioatividade foram diluidos 0,5mL de
urina em 19,5mL de 4gua deionizada, e
a atividade determinada pelo efeito
Cerenkov (VITTI et al. 2006).

As andlises bromatologicas das dietas
foram realizadas segundo as

recomendagdoes da AOAC (1980). A
atividade do radionuclideo foi
determinada por efeito Cerenkov, em
espectrometro de cintilagdo liquida
(NASCIMENTO FILHO & LOBAO,
1977). O teor de P nas dietas foi
calculado pelo método do vanado
molibdato (SARRUGE & HAAG, 1974).
A porcentagem da atividade injetada e as
atividades especificas encontradas no
plasma e nas fezes foram efetuadas
conforme Lofgreen (1960), e o valor do P
endogeno baseado em Vitti et al. (2006).

contagem por minuto (cpm) (1 mL de plasma)

% da atividade injetada =
encontrada no plasma

Atividade especifica no plasma =
(no tempo t)

X 100
contagem por minuto da solu¢do padrao
% atividade injetada
mg P/ mL de plasma
contagem por minuto (1 g de fezes)
X 100

% da atividade injetada =
encontrada nas fezes

contagem por minuto da solu¢do padrao

% atividade injetada

Atividade especifica nas fezes =
(no tempo t + 24 horas)

atividade especifica fezes
% P endogeno =

atividade especifica plasma

mg P/ g de fezes

X 100

P enddgeno total nas fezes = % de P endégeno X P total excretado nas fezes P

Absor¢do real = P consumido - (P excretado nas fezes - P enddgeno

A concentragao de fitato nos alimentos,
nas racoes ¢ nas fezes foi determinada
segundo metodologia descrita por Latta
& Eski (1980), com adaptacdes
sugeridas por Frithbeck et al. (1995). A
conversdao da concentragdo de fitato em
P fitico foi calculada considerando-se
que a propor¢do molar do P na molécula
de fitato ¢ de 28,2% (ANGEL et al.,
2002).

O P soluavel nas fezes foi obtido pela
diferenca entre o P total e a somatoria
do P enddgena e o teor de fitato.

As variaveis avaliadas foram
submetidas a analise da variancia
segundo o modelo estatistico:

Yij: m+ N; + Bj + ¢jj;

Em que Yj; = varidveis observadas; m =
média geral; N; = efeito da inclusdo de
enzima fitase nas dietas i (i = 0; 250;
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500; 750 e 1000UF); B; = efeito de
bloco j (1; 2; 3; e, 4); Ej;= erro aleatorio
associado a cada observacao.

Os graus de liberdade referentes aos
niveis da enzima foram desdobrados em
polindmios ortogonais, para obtengdo
das equacdes de regressao. Como
ferramenta de analise estatistica
utilizou-se os procedimentos do SAS
Institute (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A suplementagdo de dietas para suinos
em crescimento com enzima fitase nio
interferiu no consumo de racdo, de P
total e de P fitico, resultado esperado
em funcdo do uso do consumo
metabolico (kg””’) (TEIXEIRA et al..
2004, LOPES et al., 2009) como
parametro para desenvolver o estudo
(Tabela 2).

Tabela 2. Efeito dos niveis crescentes de enzima fitase (UF/kg) na dieta sobre os
parametros relacionados a particdo de P em dejetos de suinos

Parametros estudados

Niveis de inclusdo de fitase (UF/kg dieta)

(g/kg/PV/dia) 0 250 500 750 1000  “CV(%) ’p

Consumo de ragdo 41,88 41,92 41,85 41,39 41,77 10,81 0,92
P total consumido 3,88 4,11 3,81 3,94 3,81 4,92 0,21
Acido fitico consumido 2,93 3,03 2,74 2,94 2,85 4,83 0,11
P total excretado' fezes* 2,13 1,94 1,55 1,65 1,51 24,47 0,04
P total absorvido 1,93 2,45 2,46 2,51 2,49 17,26 0,29
P solavel excretado' 1,92 1,61 1,30 1,40 1,28 30,12 0,05
P endégeno 0,18 0,27 0,21 0,21 0,18 45,14 0,66
P urina 0,03 0,04 0,02 0,01 0,03 57,52 0,06
Fitato excretado 0,03 0,06 0,04 0,04 0,04 4430 0,33
P absorvido real 1,93 2,45 2,46 2,51 2,49 17,26 0,29
P retido 1,90 2,41 2,44 2,50 2,46 17,46 0,27

TEfeito linear (P<0,05), Coeficiente de variagao, 3Probabilidade.

Para avaliar os impactos do uso da
fitase sobre a excrecdo de P nas fezes,
analisou-se a relacao entre os niveis de
fitase (X) e o P Total excretado fezes
(Y), em que Y = 2,061 - 0,0006x, R? =
0,21 (Figura 1), obtendo-se um efeito
linear, onde a excrecdo do P nas fezes
foi reduzida progressivamente. A fitase
foi eficiente em realizar o catabolismo
do complexo inositol-fosfato
disponibilizando o P para o
metabolismo animal, corroborando com
diversos autores (LUDKE et al. 2002,
DIAS et al. 2010) que também
obtiveram respostas similares. O uso de

dietas suplementadas com fitase além
de reduzir a excrecdo P fezes pode
reduzir o custo das dietas (SANTOS,
2009), pois permite balancear dietas
com baixos niveis de fosforo.

O uso de formulacdo de ragdes com
alimentos contendo altos teores de P
tota, como o farelo de arroz
desengordurado, permite uma redugao
em 100% do uso de fosfato bicalcico
nas dietas, sem afetar o desempenho
(MOREIRA et al, 2004) e as
caracteristicas fisiologicas dos animais
(MOREIRA et al., 2009).
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Ptotal excretado nas fezes

L 4

L 2
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Y =2,061-0,0006x
P=0,045; R2=0,21

250

500 750 1000

Niveis de inclusdo de enzima fitase (UF/kg de dieta)

Figura 1. Efeito dos niveis de enzima fitase (UF/kg de dieta)

O P solavel excretado nas fezes
representa a fragdo do P disponivel para
ser utilizados pelas plantas aquaéticas,
sendo considerado o elemento mais
poluente. O estudo da relacdo entre os
niveis de fitase (X) e o P o solavel
excretado nas fezes (Y), em que

A

Y = 1,801- 0,0006x, R* = 0, 20 (Figura
2), revelou um efeito linear negativo,
comportamento similar ao observado na
avaliagdo do P total, demonstrando que
fitase foi eficiente em reduzir o
potencial poluente das excretas.

3,00

S

g 2,50 *

< 2,00 IS .

s .
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E ° 2
5 .

g 1,00 Y

20,50 Y =1,801-0,0006x

> P=0,046;R>=0,20

20,00
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Niveis de inclusdo da enzima fitase/ (UF/kg de dieta)

Figura 2. Efeito dos niveis da enzima fitase sobre o P soluvel excretado nas fezes

A redugdo do P soluvel observado neste
experimento difere dos resultados
obtidos por Miles et al. (2003) que
constaram aumento no P soluvel em
excretas de frango de corte alimentados
com dietas suplementadas com fitase.
Os resultados obtidos neste experimento

comprovam que as dietas atenderam as
necessidades nutricionais dos animais,
sendo as perdas de P total e soluvel
reduzidas.

Os impactos provocados pelo P no
ambiente estdo condicionados ao
manejo  inadequado dos  dejetos.
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Quando o P ¢ lixiviado e atinge o lengol
freatico ou quando chega até os rios
desencadeia a eutrofizagao
(SHARPLEY, 1999), provocando a
mortalidade de organismos aquaticos.
Na avaliagdo bioquimica do P
encontram-se trés tipos de moléculas: o
fitato, a fitina e o acido fitico. O fitato
se refere ao sal misto do 4cido fitico
(myo- inositol-hexafosfato), a fitina
representa o complexo myo-inositol
hexafosfato com potassio, magnésio e
calcio e o acido fitico ¢ a forma livre do
myo-inositol hexafosfato (SELLE &
RAVINDRAM, 2007). A fitina presente
em ingredientes vegetais ¢ solubilizada
em pH 4acido no inicio do trato
gastrointestinal de suinos, passando
para a sua forma livre, a &cido fitico
(SANTOS, 2009). No duodeno o acido
fitico ¢ alcalinizado através de
excrecdoes dos sulcos pancredticos e
forma quelatos com minerais e
aminoacidos formando a molécula de
fitato.

Os animais monogastricos como 0s
suinos ndo sintetizam a enzima fitase,
sendo assim, a Unica maneira de se
aproveitar o P e outros nutrientes
presentes nos cereais ¢ pelo uso de
dietas  suplementadas com fitase
(JONGBLOED et al.,, 2013). Neste
contexto, para se conhecer o potencial
de metabolizacdo do P proveniente da
dieta no metabolismo de suinos avaliou-
se as rotas de excrecdo do P. As
excregoes enddgenas e urindrias se
constituem entre as principais portas de
saidas para a excre¢do do excesso de P,
sendo a rota enddgena a mais importante.
Foi obtido neste experimento uma perda
de 9 a 14% de P via enddgena e 1,5 a
3,00% via urindria, representando
valores proximos aos obtidos por
Moreira et al. (2004) e Teixeira et al.
(2004), entretanto, ndao se observou
efeito da enzima sobre estas variaveis (P
> 0,05), sendo a mesma constatagao

feita para o P total absorvido, P real
absorvido e a excrecdo de fitato nas
fezes. Estes resultados representam o
reflexo do balanceamento das dietas
com baixos niveis de P total e a
eficiéncia da enzima em disponibilizar o
P para ser utilizado no metabolismo
animal.

O uso de fitase em dietas para suinos
proporciona redugdo do P total e solavel
excretado nas fezes. Pode-se reduzir em
50% a suplementacdo de P por fosfato
bicalcico nas dietas para suinos em
crescimento, adicionando 500UF/kg de
dieta, sem provocar prejuizos ao sistema
fisiologicos dos animais.
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