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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Na alimentacdo de animais monogastricos € comum 0 uso de processos
biotecnoldgicos para a destruicdo de fatores anti-nutricionais, assim como o emprego
de enzimas, como € o caso da fitase e xilanase, invengdes amplamente utilizadas pela
industria a partir da difusdo do conhecimento cientifico. Contudo, existem outros
fatores anti-nutricionais que quando eliminados sao capazes de melhorar o
aproveitamento dos nutrientes e o desempenho produtivo dos animais.

Dentre eles esta o f-manano, um polissacarideo nao amilaceo encontrado nas
porcoes fibrosas dos vegetais, responsavel por dificultar a difusdo e aderéncia de
enzimas digestivas a seus substratos. A inclusdo da enzima (3-mananase nas dietas
de permite: redugédo na viscosidade da digesta no lumen intestinal, o0 aumento da
digestibilidade de energia aparente, a melhora na saude intestinal e a redugao da
umidade das excretas.

Deste modo, aprofundar a avaliagao do efeito da f-mananase é essencial para
a compreensdo de seu mecanismo de agao e alteragdes no metabolismo de frangos

de corte.



POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

When feeding monogastric animals, it is common to use biotechnological
processes to destroy anti-nutritional factors, as well as the use of enzymes, such as
phytase and xylanase, inventions widely used by industry following the dissemination
of scientific knowledge. However, there are other anti-nutritional factors that, when
eliminated, are capable of improving the use of nutrients and the productive
performance of animals.

Among them is B-mannan, a non-starch polysaccharide found in the fibrous
portions of vegetables, responsible for hindering the diffusion and adherence of
digestive enzymes and their substrates. The inclusion of the enzyme B-mannanase in
diets allows: reduction in the viscosity of digesta in the intestinal lumen, increased
apparent energy digestibility, improved intestinal health and reduced humidity.

Therefore, further evaluating the effect of B-mannanase is essential for
understanding its mechanism of action and changes in the metabolism of broiler

chickens.
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EFEITO DA B-MANANASE SOBRE O DESEMPENHO, DIGESTIBILIDADE E
SAUDE INTESTINAL EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO - Os 3-mananos presentes nas porgdes fibrosas de vegetais estdo
associados ao aumento da viscosidade gastrointestinal, redu¢do do esvaziamento
gastrico e digestibilidade dos nutrientes. A suplementagdo das dietas com [3-
mananase exdgena € uma alternativa para lidar com os efeitos adversos deste fator
anti-nutricional, visto sua resisténcia a maioria dos processos quimicos e fisicos
usados para o tratamento e inativacdo. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da suplementacdo da enzima B-mananase sobre o desempenho,
morfometria intestinal, microbiota intestinal e digestibilidade de frangos de corte.
Foram utilizados 990 frangos de corte machos da linhagem Ross 308, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado em trés tratamentos com 10 repeticdes de 33
aves por unidade experimental. Os tratamentos avaliados foram: T1 - controle positivo
(atendendo os requerimentos nutricionais); T2 - controle negativo (com reducao de 36
kcal/kg de energia metabolizavel); e T3 - controle negativo com adigdo da enzima [3-
mananase. O desempenho produtivo foi avaliado aos 21 e 42 dias de idade dos
animais, no entanto, ndo foram observadas diferengas para nenhum dos tratamentos
estudados (P>0,05). A suplementacdo com Hemicell apresentou maior energia
digestivel no periodo de 1 a 21 dias de idade das aves, em relagéo aos tratamentos
CP e CN. A relagado vilo:.cripta no duodeno foi maior no tratamento com a
suplementacado da B-mananase, quando comparado aos demais tratamentos. Ainda,
durante o periodo experimental, o tratamento contendo a (-mananase apresentou
aumento na riqueza e diversidade da microbiota intestinal. Além disso, aos 22 dias de
idade, os taxons da microbiota dos tratamentos CN e Hemicell diferiram entre si,
utilizando o parametro Unifrac. Com base nos critérios avaliados neste estudo, a
suplementacdo de dietas para frangos com [3-mananase pode ser utilizada como
estratégia nutricional para frangos de corte, obtendo resultados positivos na
morfometria intestinal, microbiota cecal e coeficientes de digestibilidade aparente de
energia bruta.

Palavras-chave: aditivo nutricional; avicultura; enzima; microbiota; morfometria
intestinal; polissacarideo n&o amilaceo.



EFFECT OF MANANASE ON PERFORMANCE, DIGESTIBILITY AND
INTESTINAL HEALTH IN BROIL CHICKENS

ABSTRACT - The B-mannans present in the fibrous portions of vegetables are
associated with increased gastrointestinal damage, reduced gastric emptying and
nutrient digestibility. Supplementing diets with exogenous [(-mannanase is an
alternative to deal with the adverse effects of this antinutritional factor, given its
resistance to most chemical and physical processes used for treatment and
inactivation. In this sense, the objective of this study was to evaluate the effect of 3-
mannanase enzyme supplementation on performance, intestinal morphometry,
intestinal microbiota and digestibility of broilers. A total of 990 male broilers of the Ross
308 line were used, distributed in a completely randomized design in three treatments
with 10 replicates of 33 birds per experimental unit. The studies evaluated were: T1 -
positive control (meeting nutritional requirements); T2 - negative control (with a
reduction of 36 kcal/kg of metabolizable energy); and T3 - negative control with addition
of the enzyme -mannanase. The productive performance was evaluated at 21 and 42
days of age of the animals, however, no differences were found for any of the trained
treatments (P> 0.05). Supplementation with Hemicell showed greater digestible energy
in the period from 1 to 21 days of age of the birds, in relation to the CP and CN
treatments. The villus:crypt ratio in the duodenum was higher in the treatment with 3-
mannanase supplementation, when compared to the other treatments. Nevertheless,
during the experimental period, the treatment containing B-mannanase showed an
increase in the richness and diversity of the intestinal microbiota. Furthermore, at 22
days of age, the microbiota taxa of the CN and Hemicell treatments differed from each
other, using the Unifrac parameter. Based on the criteria evaluated in this study,
supplementation of chicken diets with B-mannanase can be used as a nutritional
strategy for broilers, obtaining positive results in intestinal morphometry, cecal
microbiota and apparent digestibility coefficients of gross energy.

Keywords: nutritional additive; poultry farming; enzyme; microbiota; intestinal
morphometry; non-starch polysaccharide.



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1.1 Introdugao

O avanco da producéo avicola se deve principalmente ao aperfeicoamento dos
seguimentos relacionados a atividade e aos investimentos em tecnologias e
pesquisas. A nutricdo representa a maior parcela do custo de producgao de frangos de
corte, assim, devem ser utilizados meios para atingir um melhor aproveitamento dos
alimentos fornecidos (Junior Ferreira, 2014).

As dietas para aves sao compostas basicamente por ingredientes de origem
vegetal, como o milho e o farelo de soja, que apresentam em sua constituicao
componentes capazes de indisponibilizar moléculas ou até mesmo prejudicar a
digestibilidade dos nutrientes, denominados fatores anti-nutricionais (Barros, 2012).
Dentre eles, os polissacarideos nao amilaceos (PNA’s), prejudicam a difusdo e
aderéncia entre as enzimas digestivas e os substratos, resultando em perdas no
desempenho produtivo dos animais (Choct, 2001).

Alguns fatores anti-nutricionais podem ser minimizados por meio da
suplementacdo de aditivos enzimaticos nas dietas de animais monogastricos,
considerando que estes nao sintetizam endogenamente determinadas enzimas ou a
sintese ocorre em taxas insuficientes (Campestrini et al., 2005). Dentre as diversas
enzimas exogenas disponiveis, a B-mananase hidrolisa o PNA denominado B-
manano, proporcionando redugdo na viscosidade da digesta no lumen intestinal,
aumento da digestibilidade de energia aparente, melhora na saude intestinal e
reducao da umidade nas excretas de frangos de corte (Daskiran et al., 2004; Li et al.,
2010; Mussini et al., 2011; Kong e Lee, 2011).

Neste sentido, o desenvolvimento de pesquisas para aprofundar a avaliacao da
B-mananase sao essenciais para a compreensao do mecanismo de agao e alteragdes

no metabolismo de frangos de corte.

1.2 Avicultura brasileira
O Brasil tem se destacado mundialmente pela contribuicdo no setor
agropecuario e neste contexto, a avicultura foi o ramo que mais cresceu nos ultimos

anos. De acordo com Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), durante o ano



de 2023, o Brasil foi o segundo maior produtor de carne de frango do mundo com
14.833 mil toneladas, ficando atrds somente do Estados Unidos, com 21.095 mil
toneladas.

Dentre as areas responsaveis pelo desempenho positivo do setor destacam-se
o melhoramento genético, nutricdo, técnicas de manejo e sanidade (Pesséa et al.,
2012). Dados divulgados também pela Embrapa, em janeiro de 2024, revelam que
68,20% dos custos para a produgao de frangos de corte estdo relacionados com a
nutricdo. Portanto, devem ser utilizadas ferramentas que melhorem o aproveitamento
dos alimentos fornecidos, permitindo maxima eficiéncia alimentar e desempenho
produtivo nas criagdes avicolas.

Alimentos de origem vegetal apresentam em sua constituicdo, componentes
que indisponibilizam moléculas ou até mesmo prejudicam a digestibilidade dos
nutrientes, sendo assim denominados como fatores anti-nutricionais (Junior Ferreira,
2014). Buscando solucionar estes e outros problemas, nutricionistas desenvolvem
pesquisas para que estes efeitos sejam reduzidos ou eliminados. Os fatores anti-
nutricionais podem ser minimizados com o uso de aditivos alimentares enzimaticos,
que através da catalisacdo de reagdes disponibilizam nutrientes, aumentando a

energia e a digestibilidade.

1.3 Aditivos enzimaticos em dietas para monogastricos

Segundo a Instrugdo Normativa n°® 44, de 15 dezembro de 2015, a definicdo de
aditivo para produtos destinados a alimentagcdo animal € toda a substancia,
microorganismos ou produto formulado, adicionado intencionalmente aos produtos,
que nao é utilizada normalmente como ingrediente, tenha ou n&o valor nutritivo e que
melhore as caracteristicas dos produtos destinados a alimentacdo animal ou dos
produtos animais, melhore o desempenho dos animais sadios ou atenda as
necessidades nutricionais. Neste sentido, os aditivos enzimaticos ndo apresentam
funcdo nutricional direta, mas auxiliam no processo digestivo, melhorando a
digestibilidade dos nutrientes presentes nas dietas.

Enzimas sao proteinas globulares que atuam como catalisadores, ou seja,
aceleram reagdes nos sistemas bioldgicos (Champe e Harvey, 1989). Estas

apresentam alta especificidade para os seus substratos e possuem sitio ativo, que



atuam na ruptura de uma determinada ligagao quimica (Penz Junior, 1998) sob uma
determinada condi¢ao favoravel de temperatura e pH (Nelson e Cox, 2002).0 uso
destas enzimas na alimentagdo de animais monogastricos € uma pratica consolidada
e diversas empresas no mercado sido responsaveis por produzi-las, fornecendo as
enzimas de maneira isoladas ou em associacdo com outros ingredientes (blends)
(Daskiran et al., 2004; Selle et al., 2009; Kong e Lee, 2011). A incorporagédo de
enzimas nas dietas tem como finalidade complementar quantitativamente as enzimas
digestorias enddgenas dos animais (proteases, amilases, lipases), e fornecer enzimas

que os animais nao sao capazes de sintetizar naturalmente (Campestrini et al., 2005).

1.4 Polissacarideos nao amilaceos

Os polissacarideos sao polimeros de monossacarideos unidos por ligacbes
glicosidicas (Choct, 1997), os quais sao diferenciados a partir da constituicdo das
unidades de monossacarideos, tipos de ligagdes quimicas, comprimento da cadeia e
grau de ramificagdo da mesma (Nelson e Cox, 2002).

O termo polissacarideos ndo amilaceos (PNA'’s) faz referéncia a variedade de
moléculas de polissacarideos presentes na parede celular dos vegetais (Choct, 1997).
Os componentes dos PNA’s distinguem-se em trés padrbes principais: o0s
polissacarideos da fibra (principalmente celulose), a matriz de polissacarideos
(hemicelulose e pectinas) e as substancias incrustadas (compostos polifendis, lignina)
(Barros, 2012).

Os polissacarideos séao classificados como soluveis e insoluveis em funcao da
capacidade de formar solugbes homogéneas e heterogéneas com a agua (Lima e
Viola, 2001). Sua digestibilidade é afetada pela natureza das ligagdes, que conferem
resisténcia ao processo de hidrdélise no trato digestivo. A baixa digestibilidade da fibra
reduz a energia do alimento, comprometendo a utilizagdo dos nutrientes. Isso ocorre
principalmente em PNA'’s soluveis, que ao formarem um gel viscoso (Conte et al.,
2003), dificultam a taxa de difusao de substratos e enzimas digestivas, e impedem as
interacdes na superficie da mucosa intestinal (Choct, 2001).

Ainda ha os polissacarideos neutros, como os arabinoxilanos (pentoses), B-
glucanos e pequenas quantidades de celulose, que constituem os principais PNA’s da

fracao fibrosa do endosperma de gréos dos cereais (Nagashiro, 2007). O milho e o



sorgo apresentam niveis de PNA's totais relativamente baixos, aproximadamente 8,1
e 4,8% da matéria seca, respectivamente. Desses, grande parte é constituida de
PNA's insoluveis, arabinoxilanos e celulose (Choct, 1997; Huisman et al., 2000).

O arranjo da estrutura dentro da parede celular afeta as propriedades quimicas
e fisicas dos polissacarideos, influenciando fisiologicamente a digestdo e absorgao
dos nutrientes presentes no alimento (Bach, 2001). Dentre os efeitos causados pelos
PNA's, a alteragdo do tempo de transito intestinal, mudanga na estrutura da mucosa
intestinal e variagdo na regulagdo hormonal devido a oscilagdo na taxa de absorgéo
de nutrientes sdo as mais prejudiciais (Vahouny, 1982). O valor nutricional dos
ingredientes relaciona-se negativamente com a concentragao de PNA’s (Choct, 1997;
Barros, 2012).

1.5Polissacarideos nao amilaceos soluveis

Os PNA’s soluveis sao constituintes da parede celular primaria da e camada
secundaria da fibra, como a hemicelulose, pectinas e gomas respectivamente
(Dhawan e Kaur, 2007). Sdo os principais responsaveis pela formacao de gel e
aumento na viscosidade do conteudo intestinal, que sao caracteristicas que impedem
a digestdo e absorgcdo de nutrientes pelas aves (Torres, 2003). De acordo com
Mourinho (2006), os PNA’s soluveis interagem com o glicocélix da borda em escova
das células intestinais, aumentando a espessura da camada de agua na mucosa,
tendo como consequéncia, o comprometimento da absor¢cdo dos nutrientes pela
parede intestinal.

A solubilidade do polissacarideo ndao amilaceo depende da sua estrutura
quimica e sua ligagdo com os demais componentes da parede celular. No entanto, os
efeitos deletérios sobre a digestdo e absorcdo de nutrientes, ocorre
independentemente da fonte de PNA soluvel (Choct, 2002).

Além disso, pode ocorrer a alteracao na microflora intestinal em resposta ao
aumento do tempo de permanéncia da digesta no trato gastrointestinal causado pelos
PNA'’s soluveis (Van Der Klis e Van Voorst, 1993). Esse cenario é responsavel pela
diminuicdo da tensdao de oxigénio, que favorece o crescimento de bactérias
anaerobicas, levando a produgdo de toxinas e desconjugagdo de sais biliares,

responsaveis pela digestdo de gordura (Choct, 1997).



1.6 Polissacarideos nao amilaceos insoluveis

Os PNA'’s insoluveis sao formados pelas celuloses, as ligninas e algumas
hemiceluloses. Sao fibras de baixa digestibilidade para os animais monogastricos,
além de reduzirem a digestibilidade de outros nutrientes (Andriguetto et al., 2002).

Quando em excesso, os PNA’s insoluveis podem acabar aumentando a taxa
de passagem do quimo pelo trato digestivo, consequentemente reduzindo o tempo de
acao de enzimas sobre a digesta e diminuindo a digestibilidade dos nutrientes
(Warpechiwski, 1996). Contudo, quando essas fibras insoluveis s&o fornecidas em
quantidades moderadas, pode ocorrer um efeito benéfico para o animal, aumentando
a digestibilidade do amido. Segundo Bertechini (2006), este efeito deve-se a
capacidade das fibras de se acumularem na moela, o que resulta na regulagdo da

taxa de passagem da digesta e da digestao de nutrientes no intestino.

1.7 B-mananos
De acordo com Dierick (1989), os B-mananos apresentam estrutura linear
composta por unidades de B-1-4 manoses, 1-6 galactoses e unidades de glicose

unidas a uma cadeia principal de f-manana (Figura 1).

Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura de 1,4-f manano.
Fonte: Adaptado de Mudau, 2006.

Este polissacarideo é encontrado na casca e porgdes fibrosas dos alimentos
(como por exemplo o farelo de soja), e possui fatores anti-nutricionais relacionados
com o aumento da viscosidade gastrointestinal, redugéo do esvaziamento gastrico e
digestibilidade dos nutrientes (Reid, 1985).



A reducdo na absorcao de nutrientes esta relacionada com a interagdo entre os
B-mananos e o glicocalix (espécie de muco localizado sobre a mucosa intestinal),
ocasionando o espessamento da camada de muco que dificulta fisicamente a
absorcdo. Desta maneira, os nutrientes ndo absorvidos dentro do Iumen intestinal
proporcionam um ambiente favoravel para a proliferacdo de microorganismos,
patogénicos ou n&o. Dentre os n&o patogénicos, o crescimento de organismos que
degradam sais biliares prejudica a taxa de absorgédo de gordura e aminoacidos (Smits
et al., 1998).

Em frangos de corte criados sobre camas, 0 acréscimo no percentual de agua
da excreta (decorrente do excesso de viscosidade da digesta) aumenta a ocorréncia
de calos de patas. Portanto, estes fatores associados sao relacionados com lotes
desuniformes, especialmente se os animais ja apresentam algum problema sanitario
(Quadros, 2019).

Os B-mananos também sdo encontrados na superficie de microorganismos
patogénicos, sendo identificados pelo sistema imune inato animal quando ocorre o
contato com a superficie do patégeno (Duncan et al., 2002). Desta maneira, os [3-
mananos presentes nos alimentos sdo capazes de ativar a reagcéo cruzada do sistema
imunoldgico (Zhang e Tizard, 1996). Com a ativagao do sistema imune, citocinas sao
liberadas e ocorre a reparticao de recursos energéticos, ou seja, parte da energia que
seria utilizada para outros fins no organismo animal é desviada para producéo de
células de defesa). Este processo inflamatério é prejudicial para a saude intestinal dos
animais e reduz a quantidade de energia disponivel para o crescimento (Nunes e
Malmloéf, 1992.

Embora a concentracéo de 3-mananos seja relativamente baixa nas dietas com
milho e soja, deve-se dar a devida atengao em virtude dos fatores anti-nutricionais que
esses apresentam. A destruicdo parcial ou total destas substancias € um tanto quanto
complexa, ja que a maioria dos polissacarideos apresentam resisténcia a processos
quimicos e fisicos de tratamento, e até mesmo, exposicdo a alta temperaturas
(Quadros, 2019). Sendo assim, a suplementacédo das dietas com [-mananase

exodgena € uma alternativa para lidar com os efeitos adversos dos -mananos.



1.6 B-mananase

A enzima B-mananase € uma endocarboidrase obtida a partir da fermentagao
de bactérias Bacillus lentus, responsavel por clivar aleatoriamente as liga¢des 1,4-8
glicosidicas da cadeia principal de mananos, galactomananos, glucomananos e
galactoglucomananos, obtendo como produto durante a hidrdlise: manobiose,
manotriose e manose (Dhawan e Kaur, 2007).

O grau de degradacéo € afetado pela extensédo e padréo de substituicbes na
cadeia principal, no qual pode ocorrer um efeito inibitério sobre a agao de exoenzimas.
A hidrdlise da estrutura do manano requer agao sinérgica de endo e exoenzimas com
clivagem das cadeias laterais (Moreira et al., 2008).

A hidrélise realizada pela B-mananase promove a reduc¢do da viscosidade da
digesta, podendo melhorar a reten¢ao de nutrientes em dietas com alto nivel de fibra.
Em aves, a quebra dos [B-mananos parece ocorrer mais rapidamente quando
comparado aos suinos, beneficiando a absorcdo dos nutrientes e reduzindo a
umidade das excretas (Almirall et al., 1995).

Outra importante acdo da B-mananase é a reducao da inflamagao intestinal,
que aumenta a disponibilidade de energia para o processo de crescimento do animal.
Neste sentido, a f-mananase pode ser considerada uma ferramenta importante para
promover maiores ganhos produtivos e econdmicos, uma vez que melhora a saude

intestinal e a aumenta a energia da dieta (Quadros, 2019).
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CAPITULO 2 - EFEITO DA B-MANANASE SOBRE O DESEMPENHO,
DIGESTIBILIDADE E SAUDE INTESTINAL EM FRANGOS DE CORTE

2.1 Introducgao

As dietas paras as aves de produgao sao compostas principalmente por
ingredientes como o milho e o farelo de soja. Apesar de serem ingredientes
amplamente utilizados e que quando associados garantem uma boa relagéo energia:
proteina, esses ingredientes possuem fragdes anti-nutricionais que podem limitar o
desempenho das aves (Barros, 2012). Dentre esses fatores, as (-mananas sao
especialmente relevantes, pois podem constituir de 0,28% a 50% da parede celular
do endosperma do milho e de 0.25% a 0.87%, do farelo de soja (Kiarie et al., 2021).
A reducédo da digestibilidade desses ingredientes devido aos seus fatores anti-
nutricionais representa uma fonte potencial de energia para as aves (Meng et al.,
2005). Além disso, as B-mananas derivadas de vegetais podem ser analogos de
padrées moleculares associados a patdogenos, capazes de induzir uma ativagao
metabolicamente dispendiosa do sistema imunolégico inato (Worthley et al., 2005;
Anderson et al., 2008; Dale et al., 2008)

O B-manano é classificado como um polissacarideo amilaceo insoluvel,
composto por unidades sequenciais de manose complexadas com galactose ou
glicose, ligadas a estrutura do B-manano. Nas membranas celulares de varias
bactérias, a manose possui diferentes estruturas moleculares (Yamada et al., 2003).
Esta alteracdo na molécula de manose € uma das razdes pelas quais a presenca de
B-mananas no intestino desencadeia uma resposta imune inata desnecessaria, que
pode prejudicar o desempenho das aves (Anderson et al., 2008) ao desviar nutrientes
€ energia para as respostas imunes, além de limitar o crescimento de frangos de corte
(Hsiao et al., 2006).

Estudos anteriores descobriram que as 3-mananas no intestino podem levar ao
aumento da proliferacdo de mondécitos e macréfagos, bem como a maior produgao de
citocinas (Olmeda-Geniec et al., 2015). Esta resposta complexa associadas a
ingredientes que contenham [3-mananas pode resultar em perdas desnecessarias na

utilizacdo energética da dieta (Arsenault et al., 2017).
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Em relagao aos frangos de corte, existem duas condigdes que intensificam os
efeitos deletérios das B-mananas. Primeiro, as dietas sdo compostas principalmente
de vegetais. Em segundo lugar, a atividade da enzima (enddégena) (3-mananase no
metabolismo € quase insignificante, impedindo a hidrdlise e a digestdo dos PNA’s
presentes nas paredes celulares dos vegetais da dieta (Kocher et al., 2003).

A adigao de B-enzimas exogenas as dietas de frangos de corte permite uma
degradagao consideravel de -galactomananos em fragdes menores de 3-mananas e
mananoligossacarideos, que ndo podem mais desencadear uma resposta imune inata
(Kocher et al., 2003). Isso resulta na reducédo da viscosidade da digesta no lumen
intestinal, no aumento da digestibilidade da energia aparente, na melhoria da saude
intestinal e na redugéo do teor de umidade das excretas dos frangos de corte (Li et
al., 2010; Kong e Lee, 2011).

O uso da enzima B-mananase pode reduzir a capacidade das (-mananas de
desencadear respostas imunes inatas (Olmeda-Geniec et al., 2015), o que por sua
vez reduz a inflamacgéao intestinal (Jackson et al., 2003; Olmeda-Geniec et al., 2015) e
aumenta a digestibilidade de nutrientes e energia (Zangiabadi e Torki, 2010; Ferreira
et al.,, 2016).

Em outro estudo realizado por Scapini et al. (2019), observou-se que a
suplementagao de 3-mananase em dieta a base de milho e farelo de soja contribuiu
positivamente para a qualidade do epitélio intestinal em frangos de corte, melhorando
a relacao vilosidade-cripta. Todos esses resultados e dados sao consistentes com a
hipétese de que a reducao da inflamacao intestinal € um fator importante na melhoria
do desempenho quando a B-mananase € adicionada a dietas com alto teor de [3-
mananas. Verificou-se também que a presenga de B-mananase nas dietas de frangos
de corte aumentou a energia metabolizavel aparente (EMA), a eficiéncia alimentar e
0 ganho de peso corporal (Zangiabadi e Torki, 2010).

Nossa hipotese é que a suplementagao de B-mananase em dietas para frangos
de corte permite o aumento da hidrélise de B-mananas e reduz efeitos prejudiciais,
como a ativagdo do sistema imunoldgico e inflamagao no epitélio, resultando em
melhor digestibilidade de nutrientes e energia. Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da suplementacdo da [-enzima no desempenho produtivo,

digestibilidade energética e proteica, na morfometria e saude intestinal.



13

2.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Ciéncias Avicolas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, no municipio de Jaboticabal
estado de S&o Paulo, durante os meses de abril e maio de 2022. O estudo foi
aprovado (protocolo n°: 640/22) e conduzido com base nas orientagées do Comité de

Etica Animal da Faculdade de Zootecnia e Veterinaria da mesma universidade.

2.2.1 Instalagées e equipamentos

O experimento foi conduzido em um galpao de alvenaria, equipado com placas
evaporativas e exaustores, favorecendo o controle de temperatura, umidade e
velocidade do ar conforme as recomendag¢des do manual da linhagem (Aviagen,
2018). O monitoramento da temperatura (°C) e umidade relativa do ar (UR) foi
realizado com auxilio de termohidrémetros posicionados estrategicamente pelo
aviario. As médias de temperatura e umidade foram registradas durante todo o
periodo experimental, obtendo 23,1°C de temperatura média e 49,5% de umidade
relativa meédia.

Os boxes experimentais (3m x 1m) contavam com bebedouros tipo nipple e
comedouros tubulares e foram revestidos por cama de maravalha. Os ajustes dos
comedouros e bebedouros foram realizados diariamente conforme o crescimento das
aves.

O aquecimento na fase inicial foi realizado por meio de campanulas elétricas,
na propor¢cdo de uma campanula por unidade experimental. As aves foram
submetidas a iluminacao continua até completarem 14 dias de idade e partir do 15°
dia, foi adotado e mantido até o final do experimento, um programa de 18 horas de luz

e 6 horas de escuro.

2.2.2 Delineamento e dietas experimentais

Foram utilizados um total de 990 pintos de corte Ross 308, machos, sexados,
com um dia de idade, obtidos de um incubatério comercial local. As aves foram
sujeitas a programa vacinal, que incluia imunizagao contra Marek no primeiro dia e
subsequentes vacinagdes contra doengas de Newcastle e Gumboro aos setes dias de

idade. As aves foram alojadas e distribuidas em delineamento inteiramente
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casualizado, com trés tratamentos e 10 repeticbes de 33 aves por unidade
experimental (boxes).

As dietas experimentais foram estabelecidas para atender as exigéncias
nutricionais de frangos de corte machos de alto desempenho preconizadas por
Rostagno et al. (2017), e foram formuladas a base de milho e farelo de soja. O
programa alimentar foi dividido em quatro fases: pré-inicial (1 a 14 dias de idade),
inicial (15 a 21 dias), crescimento (22 a 35 dias) e final (36 a 42 dias de idade),
conforme a Tabela 1.

Os trés tratamentos experimentais foram os seguintes: 1 - Controle Positivo
(dieta basal); 2 - Controle Negativo (dieta basal com redugao de 36 kcal/kg de energia
metabolizavel); e 3 - Hemicell (controle negativo com adicdo de B-mananase). A
enzima [B-mananase foi fornecida com a inclusdo do aditivo nutricional Hemicell
(Elanco®, SP, Brasil), na propor¢ao de 300g/tonelada. A determinacédo da energia e
proteina digestivel aparente das dietas experimentais foi realizada com a inclusdo do
indicador Celite®. Para ajuste das dietas, o farelo de trigo foi utilizado como
ingrediente inerte e a sua composigdo nutricional foi considerada durante a
formulagao.

As aves tiveram livre acesso as ragdes experimentais e a agua durante todo o

ensaio.



Tabela 1. Dietas experimentais de acordo com as fases de vida dos frangos de corte.
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Ingredientes 1- 14 dias 15 - 21 dias 22 - 35 dias 36 - 42 dias
CP CN Hemicell CP CN Hemicell CP CN Hemicell CP CN Hemicell
Milho (7,86% PB) 53,30 53,30 53,30 52,04 52,04 52,04 61,73 61,73 61,73 63,38 63,38 63,38
Farelo de soja (45% PB) 39,13 39,13 39,13 38,72 38,72 38,72 31,22 31,22 31,22 29,14 29,14 29,14
Farinha de carne e ossos (48% PB) 3,64 3,64 3,64 3,16 3,16 3,16 2,53 2,53 2,53 1,02 1,02 1,02
Oleo de soja 1,97 1,46 1,46 3,09 2,57 2,57 2,60 2,09 2,09 3,53 3,02 3,02
Hemicell® 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03 0,00 0,00 0,03
Fitase' 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Xilanase 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005 0,005
Celite 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 1,00 1,00
Calcario 0,56 0,56 0,56 0,59 0,59 0,59 0,52 0,52 0,52 0,65 0,65 0,65
Sal 0,29 0,29 0,29 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30
Bicarbonato sédio 0,25 0,25 0,25 0,24 0,24 0,24 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22 0,22
L-Lisina HCI (78%) 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,16 0,16 0,16 0,13 0,13 0,13
DL-Metionina (99%) 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,32 0,29 0,29 0,29 0,23 0,23 0,23
L-Treonina (98%) 0,04 0,04 0,04 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,02 0,02 0,02
Anticoccidiano 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Cloridrato de colina (70%) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Pré-mistura vitaminical? 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Pré-mistura mineral® 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Inerte* 0,00 0,50 0,47 0,00 0,51 0,48 0,00 0,50 0,47 0,00 0,50 0,47
Total 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Nutrientes Composicao calculada
Energia metabolizavel, (Kcal/kg) 3015 2980 3024 3050 3014 3059 3150 3114 3159 3200 3164 3209
Proteina bruta, (%) 24,00 24,00 24,00 23,00 23,00 23,00 20,00 20,00 20,00 19,00 19,00 19,00
Célcio total, (%) 0,93 0,93 0,93 0,88 0,88 0,88 0,76 0,76 0,76 0,64 0,64 0,64
Fosforo, (%) 0,44 0,44 0,44 0,41 0,41 0,41 0,37 0,37 0,37 0,36 0,36 0,36
Potassio, (%) 0,91 0,91 0,91 0,89 0,89 0,89 0,78 0,78 0,78 0,73 0,73 0,73
Sadio, (%) 0,22 0,22 0,22 0,21 0,21 0,21 0,20 0,20 0,20 0,19 0,19 0,19
Cloro, (%) 0,26 0,26 0,26 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,27 0,24 0,24 0,24
Lisina Dig, (%) 1,28 1,28 1,28 1,20 1,20 1,20 1,12 1,12 1,12 1,01 1,01 1,01
Metionina Dig, (%) 0,64 0,64 0,64 0,62 0,62 0,62 0,56 0,56 0,56 049 049 0,49
Metionina + Cistina Dig, (%) 0,95 0,95 0,95 0,92 0,92 0,92 0,84 0,84 0,84 0,75 0,75 0,75
Treonina Dig, (%) 0,84 0,84 0,84 0,82 0,82 0,82 0,74 0,74 0,74 0,66 0,66 0,66
Triptofano Dig, (%) 0,26 0,26 0,26 0,25 0,25 0,25 0,22 0,22 0,22 0,20 0,20 0,20
Arginina Dig, (%) 1,51 1,51 1,51 1,47 1,47 1,47 1,25 1,25 1,25 1,15 1,15 1,15
Glicina + Serina Dig, (%) 2,08 2,08 2,08 2,00 2,00 2,00 1,72 1,72 1,72 1,60 1,60 1,60
Valina Dig, (%) 0,98 0,98 0,98 0,96 0,96 0,96 0,84 0,84 0,84 0,78 0,78 0,78
Isoleucina Dig, (%) 0,90 0,90 0,90 0,89 0,89 0,89 0,76 0,76 0,76 0,70 0,70 0,70
Leucina Dig, (%) 1,79 1,79 1,79 1,75 1,75 1,75 1,59 1,59 1,59 1,50 1,50 1,50
Histidina Dig, (%) 0,56 0,56 0,56 0,54 0,54 0,54 0,48 0,48 0,48 045 045 0,45
Fenilalanina Dig, (%) 1,04 1,04 1,04 1,02 1,02 1,02 0,89 0,89 0,89 0,83 0,83 0,83

PC: controle positivo; CN: controle negativo; Hemicell: controle negativo com adigdo de B-mananase; 'A matriz de fitase para calcio e fésforo é de 0,165% e
0,150%, respectivamente, para a inclusdo de 500 FTU/kg; 2Contetido/kg de pré-mistura = Vitamina A (min) 11,000,000 Ul; Vitamina D3 (min) 4,000,000 Ul;
Vitamina E (min) 55,000 Ul; Vitamina K3 (min) 3,000 mg. Vitamina B1 (min) 2.300 mg. Vitamina B2 (min) 7.000 mg, Acido Pantoténico (min) 12g. Vitamina B6
(min) 4.000 mg. Vitamina B12 (min) 25.000 mcg. Acido Nicotinico (min) 60g. Acido Félico (min) 2.000 mg. Biotina (min) 250 mg. Selénio (min) 300 mg;
3Conteuido/kg de pré-mistura= ferro (min) 100g. Cuprum (min) 20g. Manganés (min) 130g. Zinco (min) 130g. lodo (min) 2.000mg; “Inerte: farelo de trigo.
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2.2.3 Desempenho produtivo

As variaveis de desempenho produtivo: peso corporal (PC) e consumo de ragao
(CR), foram registradas aos 21 e 42 dias de idade, no qual todas as aves do ensaio
foram pesadas para obtengao do peso corporal (n = 990). O ganho de peso (GPC) foi
calculado e usado para determinar a taxa de conversdo alimentar (CA). A CA foi
calculada a partir dos valores de GPC e CR, além de ser corrigida diariamente para a

mortalidade conforme a metodologia elucidada por Sakomura e Rostagno (2016).

2.2.4 Coeficientes aparentes de digestibilidade ileal de nutrientes

Para a analise de digestibilidade ileal, foram selecionadas seis aves por box
aos 21 dias e aos 42 dias, quatro aves por box. Os animais foram realocados em
boxes sobressalentes para continuarem recebendo a dieta da fase anterior contendo
Celite®, até o momento da eutanasia aos 22 e 43 dias, respectivamente. A eutanasia
foi realizada por deslocamento cervical e o conteudo ileal coletado a partir do segundo
terco da parte distal do ileo (cortou-se 5 cm da juncédo ileocecal em diregdo ao
diverticulo de Meckel, e a 5 cm de distancia do diverticulo de Meckel em dire¢cao ao
ceco), conforme o método descrito por Sakomura e Rostagno (2016).

As amostras de digestas foram acondicionadas em potes plasticos e
congeladas em ultra freezer (ColdLab CL374-86V, EUA), a - 85°C por 24 horas.
Posteriormente, as amostras foram pesadas e liofilizadas (liofilizador Edwards
Supermudulyo-220, EUA) a - 80°C em uma pressao de 10" atm e moagem em moedor
de bolas (Marconi MA 350, Brasil). Ao final do processo as amostras foram
processadas e enviadas para o laboratério para serem analisadas quanto a matéria
seca (AOAC, 2005: método 920.39), proteina bruta (AOAC, 2005: método 2001.11) e
cinza acida (IKA C 2000 basic, EUA).

2.2.5 Morfometria Intestinal

A avaliagdo da morfometria intestinal foi realizada aos 22 e 43 dias de idade
das aves. Para realizar a coleta dos segmentos intestinais (jejuno, duodeno e ileo),
uma ave por box foi eutanasiada por deslocamento cervical. Apds a abertura da
cavidade celomatica, as secdes foram coletadas com cautela, para que medissem

entre 1,5 e 2,0 cm de comprimento e evitassem autdlise. Os fragmentos intestinais
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foram retirados dentro dos dois tergos intermediarios de cada um dos segmentos. O
conteudo presente no interior do tubo intestinal foi eliminado com o auxilio de seringa
e formaldeido a 10%, para entdo serem armazenados em recipientes com solugao
formalina e enviados ao laboratorio (Mercolab, Cascavel - Parana, Brasil) responsavel
pela continuidade das analises.

O processamento das amostras iniciou-se com o0 seccionamento dos
fragmentos nas disposigdes hemicilindrica, transversal e longitudinal, cada uma com
espessura aproximada de 1mm (Gava, 2012). Na sequéncia, as amostras foram
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool, clarificadas em xileno,
impregnadas e embebidas em parafina. A partir desse ponto, as amostras foram
microtomizadas para obtencdo de cortes semi-seriados de 4 um de espessura, que
por fim foram corados em hematoxilina e eosina conforme o método descrito por Luna
(1968).

Com o auxilio de um microscopio optico (Olympus CX31, Evident Corporation,
Toquio, Japao) foi realizada a leitura de 10 campos de cada fragmento avaliado, em
objetiva de 10x. A mensuragéo da altura das vilosidades e profundidade das criptas
foi realizada a partir do software Toup View, sendo realizado 10 leituras de vilosidades

completas para duodeno, jejuno e ileo.

2.2.6 Microbiota cecal

A determinacao da microbiota cecal das aves foi realizada com 22 e 43 dias de
idade, a partir da coleta do conteudo cecal da ave utilizada para a analise de
morfometria intestinal (n = 10).

A extracdo do DNA das amostras foi realizada utilizando o kit comercial “ZR
Fecal DNA MiniPrep®” da Zymo Research, seguindo o protocolo do fabricante. O DNA
extraido foi quantificado por espectrofotometria a 260nm. Para avaliar a integridade
do DNA, todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%.

Para amplificacdo da regido hiper variavel V3V4 do gene ribossémico 16S
rRNA, foram utilizados primers universais descritos na metodologia. As condi¢des de
PCR consistiram em uma etapa inicial a 95°C por 3 minutos, seguida de 25 ciclos de
95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com uma

etapa final de extensdo a 72°C por 5 minutos. As amostras amplificadas foram
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utilizadas para construgao da biblioteca metagendmica utilizando o kit comercial
“‘Nextera DNA Library Preparation Kit” da lllumina®. As amostras agrupadas foram
entdo sequenciadas no sequenciador lllumina® "MiSeq" (Degnan e Ochman, 2012).
As leituras obtidas do sequenciador foram analisadas utilizando a plataforma
QIIMEZ2 (Quantitative Insights into Microbial Ecology) (Caporaso et al., 2010). O fluxo
de trabalho de analise incluiu a remocéo de sequéncias de baixa qualidade, filtracao,
remogao de quimeras e classificagado taxonémica. As sequéncias foram classificadas
em géneros bacterianos usando Variantes de Sequéncia de Amplicon (ASVs),
comparando-as com um banco de dados. O banco de dados SILVA de sequéncias
ribossémicas (Yilmaz et al., 2014), especificamente a atualizagdo de 2019 (SILVA
138), foi utilizado para comparagdo de sequéncias. Para gerar a classificacdo das
comunidades bacterianas com base na identificacdo do ASV, foram utilizadas 20.536
leituras por amostra para normalizar os dados e garantir a comparabilidade entre

amostras com diferentes numeros de leitura.

2.2.7 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software MiniTab Statistical
versao 19. Os dados foram verificados quanto a normalidade dos erros e
homoscedasticidade antes de serem submetidos a analise de variancia (ANOVA). Os
outliers foram identificados por meio de analise de erros residuais e posteriormente
removidos. Para a comparacao estatistica dos dados de desempenho e coeficientes
de digestibilidade aparente de proteina e energia bruta foi utilizado o teste de médias
Tukey, adotando um nivel de significancia de P < 0,05. A comparacéo estatistica entre
as analises morfométricas foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (Kruskal e Wallis, 1952). Resultados com P<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

Para a andlise estatistica do microbioma cecal, as diversidades alfas foram
calculadas usando o pacote “phyloseq” (McMurdie e Holmes, 2013) e a biblioteca
‘vegan” (Oksanen et al., 2007), e comparadas usando o teste ndo paramétrico de
Kruskal- Wallis (Kruskal e Wallis, 1952), seguido pelo teste Post-hoc de Dunn (Dunn,
1964). Resultados com P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A

diversidade beta foi realizada usando analise de variancia multivariada permutacional
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(perMANOVA) do pipeline Qiimell com 10.000 permutagdes. Todas as anadlises

estatisticas adicionais foram realizadas utilizando o software "R".

2.3 Resultados

2.3.1 Parédmetros de Desempenho e coeficientes de digestibilidade
A suplementagdao das dietas com a p-mananase nao apresentou diferenca
significativamente para nenhuma das variaveis de desempenho estudadas conforme

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Desempenho produtivo de frangos de corte de 1 a 21 e 22 a 42 dias de
idade.

1-21 dias 22 - 42 dias
Tratamentos GP' (kg) CR2(kg)  CA? (kg/kg) GP' (kg) CR2 (kg) CA? (kg/kg)
CP 1,000 1,180 1,180 2,57 4,08 1,59

CN 0,990 1,180 1,190 2,51 4,01 1,59
Hemicell 0,980 1,180 1,200 2,56 4,05 1,58

Média 0,990 1,180 1,190 2,54 4,04 1,58

DP* 0,026 0,034 0,026 0,104 0,112 0,029
P-valor 0,245 0,455 0,078 0,361 0,319 0,767

CP: controle positivo; CN: controle negativo com redugédo de 36 kcal/kg de EM; Hemicell: controle
negativo com adigdo de B-mananase. 'Ganho de peso. 2Consumo de ragéo. 3Conversdo alimentar.
4Desvio padrdo. a, b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas com base no
teste de Tukey (p-valor < 0,5).

Foi observado diferenga estatistica (P<0,05) entre os coeficientes de
digestibilidade aparente para proteina bruta e energia entre os tratamentos estudados
em funcao da idade das aves (Tabela 3). Aos 22 dias de idade, ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) para o coeficiente de PB entre os tratamentos. Entretanto, aos
43 dias, as aves do tratamento CP apresentaram maior coeficiente de digestibilidade
aparente de PB em relacdo ao CN, e por sua vez, o tratamento Hemicell ndo diferiu
dos outros tratamentos.

Aos 22 dias de idade, as aves alimentadas com a dieta CP e CN apresentaram
menor energia digestivel do que aquelas que receberam a dieta suplementada com
B-mananase. Por outro lado, aos 43 dias de idade, o tratamento CP apresentou maior

energia digestivel em relagdo aos tratamentos CN e Hemicell.



21

Tabela 3. Coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta e da energia
digestivel, aos 22 e 43 dias de idade dos frangos de corte estudados.

Idade Tratamentos PB (%)’ ED (kcallkg MS)?
CP 84,76 3583b
22 CN 85,52 3667ab
Hemicell 85,62 3730a
P-valor 0,580 0,043
EPM3 0,357 24,7
CP 89,05a 3949a
43 CN 87,67b 3807b
Hemicell 87,99ab 3831b
P-valor 0,041 0,032
EPM3 0,520 30,2

CP: controle positivo; CN: controle negativo com reducdo de 36 kcal/kg de EM; Hemicell: controle
negativo com adigcdo de B-mananase; 'Proteina bruta; 2Digestibilidade da energia; 3Erro padrdo da
média. a, b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatistica com base no teste de
Tukey (p< 0,5).

2.3.2 Morfometria Intestinal

As variaveis morfométricas dos cortes de intestino (duodeno, jejuno e ileo)
foram estatisticamente significativas (P<0,05) em ambas as idades, conforme
apresentado na Tabela 4.

Aos 22 dias de idade, a profundidade de cripta no duodeno foi
significativamente (P<0,05) maior no tratamento CN, em relagéo ao tratamento com a
B-mananase. Por outro lado, a relagao vilo:cripta no duodeno foi significativamente
(P<0,05) maior no tratamento com inclusdo de Hemicell do que os demais
tratamentos. Do mesmo modo, a altura de vilo no ileo também demonstrou diferenca
significativa (P<0,05) nos tratamentos CP e Hemicell.

Aos 43 dias de idade, as variaveis altura de vilo e a profundidade de cripta no
duodeno foram significativamente (P<0,05) maiores nos tratamentos CP e CN, em
relagdo ao Hemicell. Enquanto a altura de vilo no jejuno apresentou valores maiores
apenas para o CP, ndo havendo diferenca entre o CN e o tratamento Hemicell. A
profundidade de cripta neste segmento intestinal foi maior nos tratamentos Hemicell e
CN em relagao ao tratamento CP. Ja a relacao vilo:cripta foi maior no tratamento CP,
em relacdo ao demais tratamentos, enquanto os tratamentos Hemicell e CN obtiveram
resultados semelhantes.

A altura do vilo no ileo foi maior (P<0,05) no tratamento CP quando comparado

aos tratamentos CN e Hemicell, que apresentaram valores semelhantes para a
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variavel. A profundidade de cripta no mesmo segmento foi maior no tratamento
Hemicell, enquanto os tratamentos CP e CN obtiveram uma menor profundidade de
cripta e foram estatisticamente iguais. A relagao vilo:cripta foi superior nos tratamentos

CP e CN, em relagdo ao Hemicell.
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Tabela 4. Medidas morfométricas da mucosa do duodeno, jejuno e ileo de frangos de corte aos 22 e 43 dias de idade alimentados
com dietas suplementas ou ndo com [3-mananase.

Idade Tratamentos Duodeno Jejuno ileo
AV, um PC2, um V/IC3, um AV, um PC?2 um  V/C3 um AV, um PC2 um V/C3, um

CP 1,91 0,158ab 12,40b 0,905 0,134 7,40 0,78a 0,129 6,30

22 CN 2,01 0,1672 11,80b 0,883 0,136 6,50 0,74b 0,128 6,10
Hemicell 2,00 0,149b 14,00a 0,925 0,129 7,40 0,79a 0,130 6,40
P-valor 0,096 0,004 0,007 0,314 0,087 0,206 0,020 0,962 0,449
EPM* 0,022 0,002 0,228 0,009 0,002 0,129 0,007 0,002 0,101
CP 2,18a 0,189 12,32 1,415a 0,135b 11,06a 1,119a 0,131b 9,17a

43 CN 2,25a 0,180? 13,14 1,291b 0,156a 8,78b 1,018b 0,131b 8,20a
Hemicell 1,85b 0,164b 11,88 1,256b 0,165a 8,17b 0,973b 0,146a 6,91b
P-valor 0,000 0,000 0,222 0,000 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000
EPM* 0,385 0,002 0,300 0,009 0,002 0,169 0,014 0,002 0,177

CP: controle positivo; CN: controle negativo com redugao de 36 kcal/kg de EM; Hemicell: controle negativo com adigdo de B-mananase; 'Altura de vilosidade;
2Profundidade de cripta; 3Relagéo vilo:cripta; “Erro padrao da média; a,b Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatistica com base no teste
Kruskal-Wallis (p-valor < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo).
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2.3.3 Microbiota cecal
O microbioma do conteudo do ceco foi estudado quanto a diversidade alfa e

beta, composicédo taxondmica e abundancia diferencial de taxons.

2.3.3.1 Diversidade alfa

A analise da diversidade alfa, estimada pelas métricas Chao1, OTU’s, Fisher,
indice de Simpson, entropia de Shannon e equidade de Pielou, revelou diferengas
estatisticamente significativas (P<0,05) entre os tratamentos e suas respectivas datas
de amostragem (Figura 1A a 1F).

A afericdo pela métrica Chao1 (Figura 1A) revelou que o microbioma do ceco
para os tratamentos CP e Hemicell apresentaram maior diversidade alfa aos 43 dias
de amostragem. Foi constatado que a diversidade do microbioma do tratamento CN
foi maior do que o tratamento Hemicell aos 22 dias.

Para a métrica OTU’s (Figura 1B), o tratamento CP apresentou maior
diversidade aos 43 dias de idade. O tratamento Hemicell, manifestou maior
diversidade aos 43 dias quando comparado a primeira data de amostragem. O
tratamento CN e Hemicell diferiram estatisticamente quanto a diversidade alfa aos 22
dias, sendo a maior diversidade observada no tratamento CN.

Na meétrica Fisher (Figura 1C), o microbioma do tratamento CP e Hemicell
apresentaram maior diversidade alfa aos 43 dias de amostragem. O tratamento CN
apresentou maior diversidade alfa do que o tratamento Hemicell aos 22 dias.

Para o indice de Simpson (Figura 1D), o microbioma do tratamento CN
proporcionou maior diversidade alfa quando comparado ao tratamento Hemicell aos
22 dias de idade das aves.

Por fim, para a entropia de Shannon (Figura 1E), o microbioma do tratamento
CN expressou maior diversidade alfa do que o tratamento Hemicell aos 22 dias. Ainda,
foi observado que a diversidade alfa do tratamento Hemicell foi maior diversidade aos

43 dias de amostragem.
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Figura 1. Diversidade alfa estimada pelo parametro Chao1 (A), OTU’s (B), Fisher (C), indice de Simpson
(D), Entropia de Shannon (E), e equidade de Pielou's (F). A comparagao estatistica entre os grupos foi
realizada por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e Teste post-hoc Dunn’s. Resultados
estatisticos abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os tratamentos foram:
T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com reducéo de 36 kcal/kg de EM; T3 - controle negativo
com adigao de B-mananase.

2.3.3.2 Diversidade beta

A analise de diversidade beta (Figura 2) foi estimada pelos parametros com
significancia estatistica para Bray-Curtis (p = 0,0001), Jaccard (p = 0,0001), UniFrac
(p = 0,0001) e Unifrac ponderado (p = 0,0001). Todas as comparagdes foram feitas
considerando a abundancia e a relagao filogenética entre os taxons.

Foi observado diferenga na dissimilaridade dos taxons presentes em todos os
tratamentos, aos 22 e 43 dias de idade das aves, em todas as métricas (Figura 2A a
2D). Aos 22 dias, os tratamentos CN e Hemicell apresentaram diferencgas entre si pela

métrica Unifrac.
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Figura 2. Diversidade beta estimada pelos parédmetros Bray-Curtis (A), Jaccard (B), UniFrac (C), e
Unifrac ponderado (D). Elipses coloridas foram adicionadas automaticamente usando a bibliografia
ggforce em R. Os tratamentos foram: T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com redugéo de 36
kcal/’kg de EM; T3 - controle negativo com adi¢ao de B-mananase.

2.3.3.3 Composicao da comunidade bacteriana
A relacao Firmicutes/Bacteroidetes foi calculada para cada amostra analisada
(Figura 3). Foram observadas diferencas significativas em todos os tratamentos nas

idades de amostragem, sendo observado relagdes maiores aos 22 dias de idade das

aves.
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Figura 3. O grafico de barras mostra a proporgéo de taxons Firmicutes e Bacteroidetes nos grupos
testados. Diferengcas com valor de p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. Os
tratamentos foram: T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com reducgéo de 36 kcal/kg de EM; T3
- controle negativo com adigdo de B-mananase.

Os filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies com abundancias
médias relativas acima de 2% em pelo menos um dos tratamentos testados foram
apresentadas nos graficos.

Conforme a Figura 4A os filos mais abundantes nas amostras foram Firmicutes
e Bacteroidota. Ja as classes mais abundantes foram Clostridia, Bacteroidia e Bacilli,
de acordo com a Figura 4B.

Oscillospirales, Lachnospirales, Bacteroidales e Lactobacillales foram as
ordens abundantes nas amostras, conforme mostra a Figura 4C.

As familias mais abundantes nas amostras foram Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae, Bacteroidaceae, Rikenellaceae, Acutalibacteraceae,
Oscillospiraceae, Butyricicoccaceae, Lactobacillaceae, e Anaerotignaceae, conforme
a Figura 4D.
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Figura 4. A) O grafico de barras mostra a abundancia de filos nos grupos testados. B) O grafico de
barras mostra a abundéancia de classes nos grupos testados. C) O grafico de barras mostra a
abundancia de ordens nos grupos testados. D) O grafico de barras mostra a abundéancia de familias
nos grupos testados. Os tratamentos foram: T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com redugéo
de 36 kcal/kg de EM; T3 - controle negativo com adi¢do de -mananase.

Gemmiger, Faecalibacterium, Prevotellamassilia, Alistipes,
Mediterraneibacter, Eubacterium, Tidjanibacter, Agathobaculum, Enterocloster,
Anaerotignum, Lactobacillus e Bacteroides foram os géneros mais abundantes nas
amostras, de acordo com a Figura 5A.

Ja as espécies mais abundantes nas amostras foram: Gemmiger formicilis,
Prevotellamassilia  sp004558535, Faecalibacterium sp002160895, Alistipes
onderdonkii, Tidjanibacter inops, Mediterraneibacter sp002159505, Agathobaculum

s$p900291975 e Eubacterium sp011958665, conforme demonstrado na Figura 5B.
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Figura 5. A) O gréfico de barras mostra a abundancia relativa de géneros nos grupos testados. B) O
grafico de barras mostra a abundancia relativa das espécies nos grupos testados. Os tratamentos
foram: T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com redugao de 36 kcal’kg de EM; T3 - controle
negativo com adigdo de f-mananase.
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2.3.3.4 Diferencas na abundéancia de taxons

Apenas os taxons com diferengas estatisticamente significativas na abundancia
relativa Kruskal-Wallis (P<0,05) foram avaliados.

Foram observadas diferengas significativas nos tratamentos CP e Hemicell nas
datas de amostragem, nas familias Acutalibacteraceae, Bacteroidaceae,
Lachnospiraceae e Rikenellaceae (Figura 6A a 6C e 6E). Foi verificada diferenca
estatistica na familia Oscillospiraceae aos 22 dias de amostragem, sendo observada
maior abundancia no CN em relacdo ao tratamento Hemicell (Figura 6D). Foi
observado diferenga significativa na familia Rikenellaceae no tratamento CN, sendo

mais abundante aos 43 dias de amostragem (Figura 6E).
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Figura 6. Abundancia diferencial das familias Acutalibacteraceae (A), Bacteroidaceae (B),
Lachnospiraceae (C), Oscillospiraceae (D), e Rikenellaceae (E). A comparagéo estatistica entre os
grupos foi realizada entre por meio do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn’s.
Resultados estatisticos abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
tratamentos foram: T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com reducéo de 36 kcal/kg de EM; T3
- controle negativo com adi¢do de B-mananase.
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Todos os tratamentos apresentaram diferencgas estatisticas na abundancia dos
géneros Alistipes, Prevotellamassilia e Tidjanibacter (Figura 7A, 7E e 7F), sendo maior
a abundancia para os 43 dias de idade.

Também houve diferenga estatistica (P<0,05) no tratamento CN em relagao a
abundancia dos géneros Bacteroides e Lactobacillus (Figura 7B e 7C), de acordo com
a idade de amostragem. Deste modo, foi observada maior abundancia do género
Bacteroides aos 22 dias quando comparado aos 43 dias. O género Lactobacillus foi
mais abundante aos 43 dias de amostragem para o tratamento com a 3-mananase.

O género Mediterraneibacter apresentou maior abundancia aos 22 dias de
amostragem no tratamento Hemicell (Figura 7D). Além disso, o género Lactobacillus
apresentou diferencga significativa na abundancia no tratamento CP, em que foi mais

abundante aos 43 dias de amostragem em relacao aos 22 dias (Figura 7C).
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Figura 7. Abundancia diferencial dos géneros Alistipes (A), Bacteroides (B), Lactobacillus (C),
Mediterraneibacter (D), Prevotellamassilia (E), e Tidjanibacter (F). Resultados estatisticos abaixo de
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os tratamentos foram: T1 - controle positivo;
T2 - controle negativo com redugédo de 36 kcal/kg de EM; T3 - controle negativo com adi¢do de B-
mananase.
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A espécie Agathobaculum sp900291975 apresentou diferenga (P<0,05) na
abundancia para o tratamento Hemicell, sendo mais abundante aos 22 dias de
amostragem em relacdo aos 43 dias. Todos os tratamentos avaliados (CP, CN e
Hemicell) apresentaram diferencas entre as datas de amostragem para as espécies
Alistipes onderdonkii, Prevotellamassilia sp004558535 e Tidjanibacter inops (Figura

8B a 8D), apresentando maior abundéancia aos 43 dias de amostragem.
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Figura 8. Abundancia diferencial das espécies Agathobaculum sp900291975 (A), Alistipes onderdonkii
(B), Prevotellamassilia sp004558535 (C), e Tidjanibacter inops (D). A comparagéo estatistica entre os
grupos foi realizada entre por meio do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis e teste post-hoc de Dunn’s.
Resultados estatisticos abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os
tratamentos foram: T1 - controle positivo; T2 - controle negativo com reducéo de 36 kcal/kg de EM; T3
- controle negativo com adi¢do de B-mananase.

2.4 Discussao

2.4.1 Parametros de desempenho
Neste estudo, a suplementacédo das dietas com (-mananase nao apresentou

diferenga significativa (P>0,05) para nenhuma das variaveis de desempenho
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produtivo. Porém, no periodo de 21 a 42 dias de idade das aves, o tratamento Hemicell
apresentou numericamente menor consumo de ragao e melhor conversao alimentar,
quando comparado ao tratamento controle. O resultado pose ser atribuido ao efeito
da economia de energia devido a ndo ativagdo do sistema imunologico
(Vangroenweghe, 2021) e diminuicdo da viscosidade da digesta, o que permite a agcéao
de outras enzimas digestivas e consequentemente, uma melhora na digestibilidade
(Li etal., 2010).

Adicionalmente, a dieta do grupo controle negativo foi formulada com reducéao
de 36 kcallkg de energia metabolizavel em relagdo a dieta basal, esse valor foi
adotado considerando o valor da matriz energética da B-mananase. Podemos afirmar
que esta reducdo energética nao foi suficiente para resultar em diferengas
significativas no desempenho produtivo dos animais deste tratamento, em relagéo ao
grupo suplementado com Hemicell.

Essa afirmagao é corroborada pelos autores Yaqoob et al. (2022) e Hussein et
al. (2020), que relataram que o desempenho zootécnico de frangos nao é
comprometido pela redugdo nos niveis de energia, no caso da suplementagao
enzimatica. Outro ponto é que devido a redu¢cao minima de energia, os animais ainda
poderiam ter aumentado o consumo para compensar a redugao no nivel de energia
(Richards e Proszkowiec-Weglarz, 2007).

Em funcdo da ampla variacdo nos resultados de desempenho de aves
submetidas a dietas com inclusdo de -mananase, Kipper et al. (2020) realizaram um
estudo metanalitico para determinar o efeito da B-mananase. Os autores identificaram
uma grande variagdo em termos de unidades de B-enzima contidas nos produtos
comerciais utilizados. Além disso, a inclusao dietética desses produtos foi diferente
entre os estudos.

Sens et al. (2020) avaliaram os efeitos da inclusdo de B-mananase no
desempenho zootécnico de perus de corte de 1 a 21 dias de idade. Observou-se que
o consumo de ragao do tratamento contendo a enzima (ragao basal com reducgao de
150 kcal/’kg de EM e adi¢cao de -mananase na concentragao de 110 mil Ul por kg de
ragdo) nao diferiu estatisticamente do as dietas com redugédo energética e sem a
enzima. Quanto ao ganho de peso, o tratamento com adicdo da [B-enzima foi
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significativamente maior em comparagao aos demais tratamentos. Para conversao
alimentar, nao foram observadas diferengas significativas entre os trés tratamentos.
Zou et al. (2006) investigaram os efeitos da B-mananase no desempenho de
frangos de corte alimentados com a mesma dieta basal (a base de milho e farelo de
soja) e inclusdo da enzima, nas concentracgdes de 0, 0,025, 0,05 e 0,075%. Os autores
nao observaram diferengas significativas no consumo médio de ragao nos periodos
de 0 a 3 semanas e 0 a 6 semanas de idade das aves. Porém, a adicdo da enzima
aumentou significativamente o ganho de peso nos periodos de 4 a 6 e 0 a 6 semanas
de idade das aves. A conversao alimentar dos grupos 0,025 e 0,05% foi
estatisticamente melhor que a do grupo controle, nos periodos de 4 a 6 semanas e 0

a 6 semanas de idade dos animais testados.

2.4.2 Coeficientes de digestibilidade aparente da proteina e energia bruta

Para Sorbara (2008), os efeitos negativos das B-mananas sdo causados
principalmente pelo aumento da viscosidade da digesta. Como consequéncia, ocorre
reducao da digestdo, uma vez que ocorre diminuicdo da taxa de difusdo de enzimas
endodgenas para substratos alimentares e de nutrientes para os locais de absorgao
localizados na parede intestinal. Além disso, as B-mananas desencadeiam uma
resposta imunitaria dispendiosa para o metabolismo animal. Mesmo que em pequenas
quantidades, a passagem desses PNAs pela luz intestinal provoca um poderoso
estimulo do sistema imune inato na mucosa, resultando na proliferacdo de mondcitos
e macrofagos, e maior producao de citocinas (Johnson e Gee, 1986; Ross et al.,
2002).

A falta de enzimas apropriadas para a hidrélise de PNA's em animais nao
ruminantes justifica a inclusdo da enzima B-mananase nas dietas. A B-enzima é
responsavel pela despolimerizagcdo aleatdria de ligagbes B-1,4-manana na cadeia
principal de polimeros de manana, como mananas, galactomananas e galacto-
glucomananas (Stalbrand et al., 1993; Vries e Visser, 2001). A sua agao garante uma
rapida diminuicdo da viscosidade, permitindo a acdo de outras enzimas.

Nesse sentido, avaliamos o efeito da enzima na digestibilidade da proteina
bruta e da energia. Observou-se que aos 43 dias de idade das aves o tratamento

controle apresentou maiores valores para o coeficiente de digestibilidade aparente da
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proteina bruta em relagdo aos animais alimentados com as dietas controle negativo e
Hemicell, porém o tratamento suplementado com a enzima proporcionou valores
semelhantes aos outros grupos.

Ferreira et al. (2016) também avaliou o coeficiente de digestibilidade aparente
da proteina bruta em frangos de corte com 42 dias de idade e observou aumento do
coeficiente pela adicao de B-mananase. Do mesmo modo, Mussini et al. (2011), em
estudo com niveis de inclusdo de B-mananase (0, 0,025, 0,050 e 0,1%) em ragdes
para frangos de corte, alimentados com dieta a base de milho e farelo de soja,
observaram aumento linear nos coeficientes de digestibilidade aparente dos
aminoacidos lisina, metionina, treonina, triptofano, arginina, leucina, isoleucina, cistina
e valina, pois os niveis de inclusdo enzimatica foram aumentados. Portanto, sugere-
se que o coeficiente de digestibilidade aparente da proteina bruta apresente 0 mesmo
comportamento de aumento linear.

No presente estudo, a avaliagdo da energia digestivel aparente mostrou que
aos 22 dias de idade das aves, as dietas basal e hipocalérica sem adigdo de enzimas
apresentaram menor energia digestivel em comparacdo as aves do grupo
suplementado. Isto indica um aumento na energia digestivel aparente disponivel
devido a agao enzimatica da B-mananase nos substratos dietéticos fornecedores de

energia.

2.4.3 Morfometria intestinal

O numero e o tamanho das vilosidades s&o proporcionais ao numero de células
que as compdem. Assim, as vilosidades longas possuem maior numero de células e,
consequentemente, uma maior area para absorgao de nutrientes (Macari e Maiorka,
2000). Em geral, maior altura dos vilos e relagao vilo/cripta estdo associadas a uma
boa diferenciacdo da mucosa intestinal (Jeurissen et al., 2002). E criptas mais rasas
indicam melhor saude intestinal (Viola e Vieira, 2007).

A partir dos achados em nosso estudo, pode-se concluir que a suplementacao
da enzima B-mananase alterou a morfologia de diferentes partes do trato digestivo.
Nesse sentido, os resultados da morfometria do segmento duodenal indicam que as
aves que receberam dietas contendo a enzima apresentaram criptas mais rasas e

maior relagao vilosidade/cripta quando comparadas aos demais tratamentos.
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Ao contrario do ensaio conduzido por Sens et al. (2020), em que as aves que
receberam dietas com energia reduzida e contendo a enzima n&o diferiram
significativamente em profundidade de cripta em relagdo ao grupo que consumiu a
dieta basal.

Adicionalmente, a morfometria do jejuno revela que as aves do grupo controle
apresentaram melhores parametros morfométricos, ou seja, maior altura de vilo,
menor profundidade de cripta e maior relagao vilo/cripta em comparagdo aos
tratamentos controle negativo e Hemicell.

Em contraste, Yaqoob et al. (2022) apontam que a morfologia do jejuno
melhorou significativamente com o nivel mais alto de suplementacao de B-mananase.
A altura das vilosidades e a relagdo entre altura das vilosidades e profundidade das
criptas no tratamento com redugao de 90 kcal/kg de EM e inclusdo de 600 mg/kg de
B-mananase foram estatisticamente maiores do que no grupo que recebeu a dieta
basal. Tal aumento, pode estar relacionado ao fato da enzima B-mananase hidrolisar
as B-mananas do farelo de soja em mananoligossacarideos (Huang et al., 2003),
agentes tréficos que podem estimular o desenvolvimento da mucosa do intestino,
acelerando o processo mitético na regiao cripta-vilosidade, aumentando assim o

numero de células e o tamanho das vilosidades (Maiorka et al., 2002).

2.4.4 Microbioma cecal

O intestino das aves geralmente é colonizado por microrganismos comensais,
simbidticos e patogénicos (Feitosa et al., 2020). A variedade da microbiota ndo esta
totalmente padronizada, fatores como dieta, manejo, clima, meio ambiente, raga,
idade e genética afetam esse aspecto (Xiao et al., 2017).

A diversidade da microbiota é crucial para modular a funcionalidade do

intestino, além de ser essencial para o metabolismo e utilizacdo de nutrientes.

2.4.4.1 Diversidade alfa

A diversidade alfa retrata uma sinopse da diversidade em uma unica populagao
e, a partir disso, sdo feitas inferéncias basicas sobre os mecanismos e funcionalidades
do microbioma (Lozupone; Knight, 2007). A riqueza da diversidade refere-se ao

numero de unidades taxondmicas operacionais (OTU’s) raras presentes nas
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amostras. Portanto, quanto maior o indice, maior o numero de OTU'’s raras. O indice
de diversidade é calculado considerando a abundéncia e o numero de OTU’s
presentes em um fragmento. Além disso, o aumento do indice de Shannon diz respeito
ao aumento da riqueza e equabilidade de espécies e, portanto, da diversidade
(Derami, 2019).

A analise de diversidade alfa (Figura 1) no presente estudo demonstrou uma
diferenca significativa entre tratamentos aos 22 dias de idade das aves. O tratamento
com reducédo energética sem adigdo da enzima 3-mananase apresentou maior riqueza
e diversidade de espécies bacterianas, quando comparado ao grupo de animais
suplementados com a B-enzima. Os autores Blaut e Clavel (2007) identificaram que
maior riqueza esta ligada a uma boa saude, mas a redug¢ado na riqueza e diversidade
de espécies pode estar diretamente relacionada a patologias. Entretanto, a mesma
analise realizada aos 43 dias de idade revelou que o tratamento Hemicell apresentou

aumento na riqueza e diversidade da microbiota intestinal.

2.4.4.2 Diversidade beta

A diversidade beta € usada ao comparar o microbioma, para determinar o
numero de OTUs ou taxons compartilhados, entendendo assim como as ag¢des das
especies microbianas variam entre numerosos microbiomas. Um indice de
dissimilaridade € fornecido como resposta (Martiny et al., 2011). Além disso, as
interpretacdes da derivagdo da diversidade beta podem ser quantitativas (UniFrac
ponderado) ou qualitativas (UniFrac ndo ponderado) (Lozupone e Knight, 2007).

Nossos resultados (Figura 2) mostram dissimilaridade nos taxons presentes em
todos os tratamentos, com o aumento da idade dos animais. Além disso, aos 22 dias
de idade das aves, os taxons da microbiota dos tratamentos CN e Hemicell diferiram

entre si, utilizando o parametro Unifrac.

2.4.4.3 Composicao da comunidade bacteriana

A composi¢cao do microbioma intestinal sofre alteragées ao longo da vida do
animal devido a alteragdes na densidade celular e na fungao metabdlica (Shang et al.,
2018). Nesse sentido, observamos nas figuras 4 e 5 a mudanga no padrdao de
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dispersao de cada uma das categorias hierarquicas dos taxons de acordo com a idade
das aves: 22 e 43 dias.

Os filos mais abundantes nas amostras foram Firmicutes e Bacteroidota. Ewers
et al. (2007) apontam que microrganismos do filo Firmicutes s&o responsaveis por
criar um ambiente hostil para a colonizagdo de bactérias intestinais patogénicas.
Segundo Lunedo et al. (2017), aves com melhor conversao alimentar e melhor
desempenho produtivo, apresentam maior abundancia de bactérias do filo Firmicutes,
entretanto, o filo Bacteroidota & mais encontrado em animais ineficientes no
aproveitamento de nutrientes e deposi¢cao de tecidos. No entanto, a frequéncia de
Firmicutes tende a diminuir com a idade das aves (Shaufi et al., 2015; Ranijitkar et al.,
2016; Bortoluzzi et al., 2019), o que de fato observamos neste estudo.

A relacao Firmicutes/Bacterioidota (F/B) tem sido utilizada como evidéncia para
determinar a eficiéncia de um animal em aproveitar nutrientes da dieta. Portanto, uma
alta relagdo promove o crescimento de frangos de corte (Singh et al., 2013; Salaheen
et al., 2017; Hong et al., 2019). Neste estudo, verificamos que todos os tratamentos
apresentaram maiores valores de F/B aos 22 dias de idade das aves, quando
comparados aos 43 dias.

Além disso, as classes mais abundantes no ceco foram Clostridia, Bacteroidia
e Bacilli, conforme mostrado na Figura 4B. O padrao de dispersao das classes muda
aos 43 dias de idade das aves, a presenca de Bacteroidia torna-se mais evidente nos
grupos controle positivo e Hemicell. Os bacteroides sdo microrganismos comensais,
crescem em condigcdes anaerdbias e garantem o funcionamento intestinal normal,
além de contribuirem para a estimulagado imunolégica e em alguns casos, tornam-se
oportunistas e causam toxicidade ao organismo (Garcia et al., 2012).

Bacteroides sao descritos por Borda-Molina et al. (2018) como um grupo com
alta conversao alimentar. Segundo os autores, a microbiota intestinal das aves torna-
se exigente em relagao a dieta fornecida e com isso podem sucumbir ou desenvolver-
se em propor¢des mais significativas, portanto, dietas ricas em fésforo estimulam o

crescimento de bactérias da familia Bacteroidaceae (Tilocca et al., 2020). O que pode
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2.4.4.4 Diferencas na abundéancia de taxons

De acordo com Van Der Wielen et al. (2002), a composi¢do taxonémica
apresenta tendéncia a mudanga continua, em que aves mais velhas apresentam
maior abundancia de microrganismos e taxonomia variada. Observadas em conjunto,
parte das modulagdes de células intestinais que ocorrem nas aves sao resultados de
familias, géneros e espécies que desempenham papel crucial na homeostase do trato
gastrointestinal.

Neste sentido, a abundancia das familias Acutalibacteraceae, Bacteroidaceae,
Lachnospiraceae e Rikenellaceae foram estatisticamente diferentes nos tratamentos
controle positivo e Hemicell entre as datas de coleta, obtendo valores maiores nas
aves mais jovens. A familia Lachnospiraceae, pertencente ao filo Firmicutes, tem a
funcao de fermentar no ceco polissacarideos nao digeriveis, produzindo acidos graxos
de cadeia curta, que auxiliam no crescimento de células epiteliais que produzem
butirato, um potente metabdlito anti-inflamatério (Richards et al., 2019; Antonissen et
al., 2016).

Aos 22 dias de idade das aves, a familia Oscillospiraceae apresentou maior
abundancia no tratamento CN, quando comparado ao tratamento suplementado com
a B-enzima. Esta familia pertence ao filo Firmicutes, a classe Clostridia, ordem
Clostridiales.

Todos os tratamentos diferiram entre si, nas datas de amostragem para os
géneros Alistipes, Prevotellamassilia e Tidjanibacter, no qual se tornaram abundantes
aos 43 dias de idade das aves. O género Alistipes é conhecido por possuir
propriedades anti-inflamatdrias (Jiang et al., 2015). O género Prevotella, por sua vez,
faz parte do filo Bacteroidota, e desempenha papel fundamental no metabolismo de
carboidratos, como transformacéo de polissacarideos, degradagéo de carboidratos
nao digeriveis e utilizacdo de oligossacarideos, incluindo participacao na modulagao
do sistema imunolégico, sindromes metabdlicas e regulagdo do eixo cérebro-intestino
(Stanley et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2019).

Também houve diferengas entre o grupo CN entre 22 e 43 dias de idade, nos
géneros Bacteroides e Lactobacillus. Na porcao inferior do intestino delgado,

Lactobacillus spp. foram citados como um fator causal no mau desempenho (De
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Lange et al., 2010), sugerindo que a localizagao no trato gastrointestinal pode afetar

o desempenho.

2.5 Conclusao

As B-mananas estido presentes em uma ampla variedade de alimentos vegetais
utilizados na nutricdo animal e sdo descritas como um dos principais fatores anti-
nutricionais para animais n&o ruminantes, como as aves. As [-mananas s&o
resistentes aos processos quimicos e fisicos comumente utilizados, neste sentido, a
suplementacao dietética de B-enzima exdgena € uma boa alternativa para que os
efeitos adversos associados aos polissacarideos ndo amilaceos sejam evitados.

Embora os resultados da inclusdo da B-mananase sobre o desempenho e a
digestibilidade sejam variaveis na literatura, os efeitos na saude intestinal séo
indiscutiveis. Ao adiciona-la nas dietas, deve-se levar em consideragcéo o nivel de
inclusao indicado pelo fabricante, fonte de -mananas na dieta e a necessidade de
estratégias nutricionais dependendo do prego dos ingredientes.

Com base nos critérios avaliados neste estudo, concluimos que a
suplementagao de B-mananase em dietas para frangos pode ser utilizada como uma
estratégia nutricional em granjas avicolas, em que € possivel se obter bons resultados
na morfometria intestinal, perfil de microbiota intestinal e melhores coeficientes de

digestibilidade de proteina bruta e energia digestivel.
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CAPITULO 3 - IMPLICAGOES

Anutricdo representa a maior fragado dos custos de producgao de frango de corte.
Sendo assim, sdo crescentes os estudos para determinar o melhor aproveitamento
dos ingredientes das dietas e reduzir o impacto dos fatores anti-nutricionais
associados a eles.

As ragdes disponiveis nas industrias, tem como objetivo fornecer um alimento
que atenda as exigéncias nutricionais, com um baixo custo e alto rendimento. A
maioria dos fatores anti-nutricionais nao apresentam efeitos téxicos aos animais e por
esse motivo, parte dos nutricionistas negligenciam a presencga destes compostos e
seus efeitos sobre a saude intestinal das aves, o que acaba por causar uma queda no
desempenho, lesbes no trato gastrintestinal e altera¢gdes do equilibrio do microbioma
intestinal.

Além disso, a qualidade dos ingredientes que sdo adicionados as dietas € de
fundamental importancia na manutencgéo da integridade e saude intestinal. O epitélio
intestinal deve ser integro para que haja absorcdo ideal de nutrientes, os quais
garantirdo o sucesso no desempenho das aves.

Neste sentido, apontamos a importancia do emprego de biotecnologias para
melhor eficiéncia no aproveitamento dos ingredientes. O farelo de soja, usado como
fonte proteica nas dietas de aves, apresenta grande variagdo na qualidade,
principalmente quanto ao tipo e nivel de fibra presentes na matéria-prima. Maiores
teores de casca nos farelos de soja resultando em maiores niveis de polissacarideos
nao amilaceos, como as -mananas.

A enzima (-mananase age estimulando a quebra dos [(-mananos,
responsaveis por aumentarem a viscosidade da digesta dificultando assim a
digestibilidade e absorgao dos nutrientes. Este aditivo nutricional demonstra eficiéncia
na saude intestinal das aves. Salienta-se que através do presente estudo, foi possivel
comprovar a eficacia da suplementacdo de [B-mananase para os parametros

avaliados.



