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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis interacdes entre o adsorvente
bentonita e os minerais calcio e fosforo. Um ensaio foi conduzido com 240 frangos
de corte, os quais foram submetidos a trés dietas com 0,0, 0,25 e 0,50 % de
bentonita. Nao foram observadas diferencas no desempenho das aves, nos niveis
séricos de calcio, cloretos, ferro e magnésio, no entanto os niveis de fésforo foram
reduzidos nas aves gque ingeriram dieta com 0,50 % de bentonita. Em relacéo as
tibias, observou-se redugcdo na matéria mineral (g e %) e no teor de célcio com a
incluséo de 0,50 % de bentonita e, reducdo nos niveis de fésforo com a inclusédo de
0,25 e 0,50 % de bentonita. O segundo ensaio foi conduzido com 0 objetivo de
determinar a digestibilidade verdadeira e o balanco dos minerais célcio e fosforo em
dietas sem e com a inclusdo de bentonita. Foram utilizados 384 frangos de corte,
submetidos a dietas com 0,0 e 0,50 % de bentonita e quatro niveis de minerais,
atendendo em 90, 80, 70 e 60 % as exigéncias para célcio e fésforo, dispostos em
arranjo fatorial, totalizando oito tratamentos. Através do método de coleta total de
excretas, observou-se que o coeficiente de digestibilidade da matéria mineral foi
reduzido pela presenca da bentonita. A ingestao, excrecao e digestibilidade do célcio
ndo foram influenciadas. Ja o calcio absorvido, retido e enddégeno foram reduzidos
pela presenca da bentonita. A regressdo do célcio ingerido sobre o digerido resultou
nas seguintes equacdes y = 0,69 x + 0,27 e y = 0,68 x + 0,24 para dietas com
inclusdo 0,0 e 0,50 % de bentonita, respectivamente, sendo o valor do coeficiente
angular a digestibilidade verdadeira, e o coeficiente linear as perdas enddgenas.
Através do método de coleta ileal observou-se que a bentonita reduziu a
digestibilidade verdadeira do calcio, e a regressao resultou nas seguintes equacodes:
y =068 x — 083 ey =064 x — 0,44 para dietas sem e com bentonita,
respectivamente. O contraste das equacfes obtidas nos métodos de coleta total vs
ileal demonstrou que as perdas endbégenas sdo maiores até o ileo. Em relacdo ao
fésforo observou-se que a presenca da bentonita reduziu o fésforo absorvido, retido
e a digestibilidade aparente, e aumentou o fosforo excretado e o endbgeno. A
analise de regressao resultou nas seguintes equacbes y = 0,67 x — 0,44 ey = 0,66 X
— 0,51 para dietas sem e com bentonita, respectivamente. Através do método de
coleta ileal observou-se que a bentonita aumentou a excrecdo de fésforo enddégeno
e a regressao resultou nas seguintes equacotes: y = 0,64 x — 0,58 ey = 0,68 x — 0,88
para dietas sem e com bentonita, respectivamente. A comparacao entre coleta total
e ileal demonstrou que as perdas enddgenas sdo maiores até o ileo. Conclui-se a
presenca de 0,5 % de bentonita na dieta de frangos de corte reduz os niveis séricos
de fosforo, a deposicdo de célcio e fésforo nas tibias e altera a digestibilididade dos
minerais célcio e fosforo.

Palavras chave: Aditivos anti-micotoxinas. Bentonita. Céalcio. Fésforo.






ABSTRACT

This study aims to analyse the interactions between bentonite adsorbent and
minerals calcium and phosphorus. An assay was carried out with 240 broilers, which
were submitted to three diets with 0.0, 0.25 and 0.50 % of bentonite. No differences
were observed on performance and serum levels of calcium, chloride, iron and
magnesium, however phosphorus levels of broilers fed diet containing 0.5 %
bentonite was reduced. With respect to tibia, it was observed reduction on mineral
matter (g and %) and calcium levels with inclusion of 0.50 % bentonite, and reduction
on phosphorus levels with inclusion of 0.25 and 0.50 % of bentonite on diet. The
second assay was carried out to determine the true digestibility and balance of
calcium and phosphorus minerals in diets without and with bentonite inclusion. 384
broilers were submitted to diets with 0.0 and 0.50 % of bentonite and four levels of
minerals, meeting requirement on 90, 80, 70 and 60 % of calcium and phosphorus, in
a factorial arrangement, totalizing eight treatments. Through excretion total collection
method, it was observed the mineral matter digestibility coefficient was reduced by
the presence of bentonite. The calcium intake, excreted and digestibility were not
influenced by the presence of the adsorbent. Calcium absorbed, retained and
endogenous were reduced by bentonite. The regression of ingested calcium on
digested calcium resulted in the following equations: y = 0.69 x + 0.27 and y = 0.68 X
+ 0.24, for the diets with 0.0 and 0.50 % bentonite inclusion, respectivilly, been the
slope of the regression line the true digestibility coefficient and regression line
intercept the endogenous losses. Through the ileal collection method it was observed
that bentonite reduced true digestibility of calcium, and the regression resulted in the
following equations: y = 0.68 x - 0.83 and y = 0.64 x - 0.44 for diets without and with
bentonite, respectivilly. The contrast between equations obteined with total and ileal
collection methods showed endogenous losses are higher until ileo. With respect to
phosphorus, it was observed the presence of bentonite decreased phosphorus
absorbed, retained and aparent digestibility, and incresed excreted and endogenous
phosphorus. The regression analisys resulted in the following equations: y = 0.67 X -
0.44 and y = 0.66 x - 0.51 for diets without and with bentonite, respectivilly. Through
the ileal collection method it was observed that bentonite increased endogenous
phosphorus excretion, and regression resulted in the following equations: y = 0.64 x
— 0.58 e y = 0.68 x — 0.88 for diets without and with bentonite, respectivilly. The
contrast between total and ileal collection showed endogenous losses are higher until
ileo. It was concluded the presence of 0.5 % of bentonite in broilers diet reduced
phosphorus serum levels, deposition of calcium and phosphorus in tibia, and change
the digestibility of calcium and phosphorus minerals.

Keywords: Anti-mycotoxins additives. Bentonite. Calcium. Phosphorus.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira destaca-se mundialmente pelos excelentes indices
produtivos, sendo o Brasil atualmente o maior exportador e segundo maior produtor
de carne de frango do mundo. No ano de 2015 foram produzidas 13,1 milhbes de
toneladas de carne de frango, sendo que destas aproximadamente 33 % foram
destinadas a exportacdo (ABPA, 2016). O desenvolvimento acelerado da producéao
avicola nas ultimas décadas definiu a atividade como produtora de uma das
principais fontes de proteina para alimentacdo humana.

Para que as metas competitivas e produtivas sejam alcancadas, a avicultura
deve estar alicercada em alguns pilares como o melhoramento genético, a nutricao,
a sanidade e o manejo dos lotes, os quais representam elos de uma cadeia
produtiva que se mantidos coesos e em equilibrio resultam em altos indices
produtivos.

No entanto, a producdo animal de forma global enfrenta diariamente o desafio
do controle das micotoxinas, metabodlitos toxicos produzidos por fungos
filamentosos, popularmente conhecidos como bolores ou mofos. As micotoxinas
interferem negativamente no metabolismo das aves, resultando em diversas
apresentacdes clinicas e subclinicas, que vdo desde quadros inespecificos com
guedas no desempenho zootécnico e imunossupressao, até quadros patologicos
especificos, podendo levar a mortalidade expressiva e grande impacto econdémico.
Além disso, é importante destacar que, as micotoxinas podem se depositar no tecido
muscular das aves, e consequentemente entrar na cadeia alimentar humana através
do consumo de carnes, apresentando-se como um risco a saude publica.

Visando o controle das micotoxinas, os adsorventes ou aditivos anti-
micotoxinas vem sendo incluidos nas dietas animais com o intuito de ligarem-se as
micotoxinas em nivel intestinal impedindo sua absor¢cdo. As bentonitas
(montmorilonita), minerais argilosos da familia das esmectitas, sdo amplamente
utilizadas na avicultura em virtude de seu baixo custo e sua eficacia na adsorgédo a
micotoxinas, principalmente a aflatoxina.

No entanto, com base na estrutura quimica, e nos mecanismos de adsorcéo
dos aditivos anti-micotoxinas, verifica-se uma possibilidade de ligagado a vitaminas,

minerais entre outros nutrientes, diminuindo sua disponibilidade para as aves. Neste
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ambito, faz-se necessario estudar a adsor¢do dos minerais, principalmente célcio e
fésforo, ja que em quantidade, sdo os mais limitantes para as aves.

Com base no exposto, o objeto do presente trabalho foi avaliar possiveis
interacbes entre o adsorvente de micotoxinas bentonita e 0os minerais calcio e
fésforo, sobre a concentragdo sérica, a deposicao 6ssea e a digestibilidade, em
dietas de frangos de corte.

1.1 FORMULACAO DO PROBLEMA

A inclusdo de adsorventes de micotoxinas nas dietas das aves € prética
frequente, visto os danos causados a sanidade e ao desempenho zootécnico pela
presenca destes metabdlitos téxicos. Como a inclusdo é profilatica, em situacdes
praticas os adsorventes podem estar presentes em dietas com alto nivel de
micotoxinas ou com nivel proximo a zero, ficando disponiveis para adsorverem
moléculas em nivel intestinal.

Alguns trabalhos na literatura atentam para a possiblidade de adsorventes de
micotoxinas sequestrarem nutrientes no limen intestinal, limitando sua absorcéo e
aumentando sua excrecao (Briggs; Fox, 1956; Ramos; Hernandez 1997; Walz et al.,
1998; Grosicki; Kowalski; Bik, 2004; Zaia; Zaia, 2006; Prvulovic et al., 2008; Lehnen
et al., 2011; Gowda, Swamy; Mahajan, 2013).

1.2 JUSTIFICATIVA

Em virtude da presenca frequente das micotoxinas nas dietas das aves, 0s
adsorventes, como as bentonitas, sdo componentes usualmente utilizados. Dentre
eles destaca-se a bentonita, que possui baixo custo e vem sendo amplamente
adotada na producao animal. Por sua estrutura quimica, a qual é capaz de adsorver
as micotoxinas, indaga-se a possibilidade de adsorver minerais diminuindo o valor
nutricional das dietas.

Caréncias minerais prejudicam diretamente o desempenho e a sanidade das
aves. Faz-se necessario avaliar essas reacdes através de experimentacdo e
determinar seu possivel impacto sobre o metabolismo dos minerais célcio e fosforo

para frangos de corte.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo geral

Avaliar a concentracdo sérica de minerais, deposi¢do 6ssea e digestibilidade
dos minerais calcio e fosforo de frangos de corte recebendo dieta com inclusdo do

adsorvente bentonita.

1.3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os niveis séricos de calcio, cloretos, ferro, fé6sforo e magnésio de
frangos de corte recebendo dietas com zero, 0,25 % e 0,50 % de bentonita;

b) Avaliar as caracteristicas morfométricas Osseas, teor de matéria mineral,
calcio e fésforo nas tibias de frangos de corte recebendo dieta com zero, 0,25
% e 0,50 % de bentonita;

c) Avaliar o balanco, digestibilidade verdadeira e perdas endégenas de calcio e
fésforo oriundos de frangos de corte recebendo dietas com zero e 0,50 % de
bentonita;

d) Determinar o comportamento das variaveis de balango, digestibilidade e
perdas endégenas de célcio e fosforo;

e) Comparar as digestibilidades verdadeiras e perdas enddgenas totais e ileais.

1.4 HIPOTESES

A inclusédo de 0,25 % de bentonita na dieta de frangos de corte ndo é capaz
de provocar a reducdo dos minerais séricos calcio, cloretos, ferro, fésforo e
magnésio.

A incluséo de 0,25 % de bentonita na dieta de frangos de corte ndo altera as
caracteristicas morfomeétricas 0sseas e a deposi¢do de minerais nas tibias das aves.

A inclusdo de 0,5 % de bentonita na dieta de frangos de corte provoca a
reducdo dos minerais séricos calcio e fosforo.

A inclusdo de 0,5 % de bentonita na dieta de frangos de corte provoca a

mobilizacdo de minerais 6sseos.
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A incluséo de 0,5 % de bentonita na dieta de frangos de corte adsorve 0s
minerais calcio e fésforo em nivel intestinal, diminuindo sua disponibilidade para

absorcéo e provocando aumento na excrecao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos filamentosos, causadores
de micotoxicoses. O termo micotoxina deriva das palavras “mykes” (fungo) e
“toxicon” (veneno) (Murugesan et al., 2015). Existem evidéncias da presenca das
micotoxinas relatadas desde o Antigo Testamento, registradas nos livros de Exodo e
J6, quando uma afecgdo denominada “peste” dizimou animais e humanos, no antigo
Egito. Na Idade Média, relata-se a ocorréncia de surtos de gangrena na populagéo
gue consumia cereais contaminados por esclerotos do fungo Claviceps purpurea,
episédio denominado “Fogo de Santo Anténio” (Mallmann; Dilkin; Mallmann, 2014).
Apesar dos relatos longinquos, somente no inicio da década de 60 as micotoxicoses
ganharam maior visibilidade e importancia, quando foram relacionadas a “Doenga X
dos perus”, episddio no qual ocorreu a morte de aproximadamente 100.000 aves a
partir do consumo de racdes com farelo de amendoim contaminado com
micotoxinas, no Reino Unido (Blount, 1961). O periodo compreendido entre 1960 e
1975 foi denominado “corrida de ouro das micotoxinas” onde diversos pesquisadores
aplicaram seus recursos e dedicaram-se ao estudo e compreensdo desses agentes
toxigénicos (Bennett; Klich, 2003). Em 2013, uma pesquisa reuniu 3.000 amostras
de grdos e alimentos para animais em todo o mundo, e revelou que 81 % das
amostras continham no minimo um tipo de micotoxina (Murugesan et al., 2015). As
micotoxinas podem causar diversos problemas agudos e crbnicos aos animais,
principalmente 0s monogastricos, que apresentam maior susceptibilidade,
impactando negativamente sobre os custos de producdo (Zain, 2011).

A contaminacdo mundial dos alimentos por micotoxinas € um problema
preocupante a salde animal e humana. A producéo de micotoxinas é favorecida por
fatores extrinsecos ambientais, como areas quentes e Umidas (clima tropical e
subtropical), substrato (principalmente alimentos ricos em carboidratos),
desenvolvendo-se em condicdes restritas como atmosfera contendo 0,1 a 0,2 % de
oxigénio, ou mais de 80 % de dioxido de carbono, além dos fatores intrinsecos a
espécie fungica em questdo, os quais sdo dificeis de serem controlados (lamanaka
et al., 2010; Zain, 2011). A contaminagao por micotoxinas pode ocorrer em qualquer

fase da cadeia de producao (Bryden, 2012), crescimento, colheita, ou estocagem.
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Nem todos os fungos sao toxigénicos, sendo 0s géneros mais comumente
relacionados a producdo de micotoxinas os Aspergillus, Penicilium e Fusarium
(lamanaka et al.,, 2010). Destacam-se como as micotoxinas de maior impacto
sanitario e econOGmico, as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona,
fumonisinas e alcaloides do ergot, sendo responséaveis por milhdes de dolares
perdidos anualmente em todo o mundo, na saude animal, humana e em produtos
agricolas (Zain, 2011). Dentre essas, a aflatoxina € considerada o mais perigoso dos
metabdlitos secundarios dos fungos, de ocorréncia mundial (Ramos; Hernandez,
1997), sendo empregada até como arma biolégica em programas de bioterrorismo
(Bennett; Klich, 2003).

Estudos realizados in situ, demonstraram que as aflatoxinas sdo absorvidas
por difusdo passiva, em nivel intestinal a uma taxa muito elevada (Ramos;
Hernandez, 1996). Os mesmos autores atentam para a necessidade de adsorventes
com elevada afinidade pela micotoxina, capazes de formar complexos estaveis, sem
rupturas e liberacdo destes metabdlitos. As aflatoxinas induzem a hipoproteinemia
(Maciel et al., 2007), sendo que a reducdo da sintese proteica afeta diretamente a
resposta imune das aves (Santin et al., 2002). O maior problema causado pelas
dietas contaminadas por micotoxinas ndo sdo os episodios de doencas agudas, e
sim as baixas doses ingeridas por longo periodo que causam diversas desordens
metabdlicas, reduzindo consideravelmente os indices de produtividade (Bryden,
2012). Além dos problemas causados a saude animal, a presenca de fungos nos
graos altera significativamente seu valor nutricional, reduzindo o teor de energia dos
mesmos (Silva et al., 2008). Os efeitos das micotoxinas podem ser potencialmente
mais perigosos quando mais de uma micotoxina esta presente na dieta, em virtude
dos efeitos sinérgicos ou aditivos (Tasheva-Petkova; Christova-Bagdassarian;
Ivanov; 2013).

O Laboratério de Analises Micotoxicoldgicas (LAMIC) da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM) determinou os limites maximos recomendados de
varias micotoxinas para aves de produgdo. Tomando-se como exemplo a aflatoxina,
para frangos de corte em fase inicial recomenda-se que as dietas contenham zero
ppb, em fase de crescimento e terminacdo recomenda-se que tenham no maximo 2
e 5 ppb, respectivamente. O mesmo laboratdrio apresenta dados de analises
micotoxicoldgicas, de 2004 a 2014, que demonstram que aproximadamente 50 % de

todo o milho analisado estava contaminado, na concentracdo média de 19 ppb de
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aflatoxina, 2.454 ppb de fumonisinas, 180 ppb de zearalenona e 367 ppb de
deoxinivalenol (Mallmann, 2014), valores incompativeis com as doses de seguranca
recomendadas.

Buscando regulamentar o controle das micotoxinas nos graos, foi publicada a
Resolugdo n°® 7 de 18 de fevereiro de 2011, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - ANVISA, a qual determina os limites maximos tolerados (Imt) de
micotoxinas em diferentes alimentos. Segundo esta resolucédo o limite maximo de
aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) no milho sera de 20 pg/kg. Posteriormente, a RDC n° 59
de 26 de dezembro de 2013 prorroga 0s prazos para adequacao para 1° de janeiro
de 2017. Ao longo dos anos, observa-se o aumento da preocupacao das entidades
mundiais no controle de micotoxinas, haja vista que até o final de 2003 tem-se o
relato de que aproximadamente 100 paises (proximo a 85 % da populacdo mundial)
dispdem de regulamentos especificos ou diretrizes detalhadas para micotoxinas em
alimentos (Van Egmond; Schothorst; Jonker, 2007).

A forma mais eficaz de prevenir os efeitos deletérios das micotoxinas € evitar
a exposicdo das aves aos graos contaminados (Santin et al., 2002), porém, frente as
nossas reais condicdes de producdo, esta solucdo apesar de ideal, pode ser
considerada utépica. O controle desses agentes toxigénicos torna-se ainda mais
dificil pela caracteristica peculiar das micotoxinas em ndo apresentarem
imunogenicidade (Bryden, 2012). E importante frisar que as micotoxinas podem
manter-se presentes nos alimentos, mesmo apoés a destruicdo dos fungos que as
originaram (lamanaka et al., 2010). Sendo assim, para controle das micotoxinas nos
gréos contaminados, dispdem-se atualmente de métodos quimicos, com a utilizacdo
de compostos quimicos, como o0zdnio e amdnia; métodos bioldgicos, através da
fermentacao por microrganismos; e os métodos fisicos, que consistem da utilizacao
de adsorventes de micotoxinas na dieta, sendo o ultimo, o0 mais comumente utilizado
(Huwig et al., 2001).

Em virtude das desvantagens dos métodos quimicos e biolégicos de controle
de micotoxinas nas dietas animais, os métodos fisicos sdo as alternativas mais
seguras e eficazes na prevencéao da toxicidade das micotoxinas (Carao et al., 2014).
Sendo assim, adsorventes também chamados de aditivos antimicotoxinas, tem sido
comumente incluidos nas racfes de aves e suinos (Southern et al., 1994), os quais
sequestram as micotoxinas e reduzem a sua absorcéo intestinal, evitando seus

efeitos toxicos e o carreamento das toxinas para os produtos de origem animal
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bY

(Ramos; Hernandez, 1997), que poderiam perigosamente chegar a alimentacao

humana, através do consumo de carnes, ovos e leite (Maziero; Bersot, 2010).

2.2 ADSORVENTES DE MICOTOXINAS OU ADITIVOS ANTI-MICOTOXINAS

2.2.1 Definicao

O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA define como
aditivo toda “substéncia, microrganismo ou produto formulado, adicionado
intencionalmente aos produtos, que ndo é utilizada normalmente como ingrediente,
tenha ou ndo valor nutritivo e que melhore as caracteristicas dos produtos
destinados a alimentacdo animal ou dos produtos animais, melhore o desempenho
dos animais sadios e atenda as necessidades nutricionais ou tenha efeito
anticoccidiano”. Os aditivos s&o classificados como tecnoldgicos, sensoriais,
nutricionais, zootécnicos e anticoccidianos. De acordo com a Instru¢do normativa n°®
13, adsorventes sdo considerados aditivos tecnologicos e, podem ser definidos
como substancias capazes de fixar moléculas (Brasil, 2004). Sendo assim, adsorcao
pode ser entendida como um processo de acumulo ou concentracao seletiva de

determinadas moléculas em uma superficie sélida.

2.2.2 Mecanismos de adsorcao

Os processos de adsorcdo podem ser qualificados como fisicos ou quimicos,
distinguindo-se pelo tipo de forca envolvida. Adsorcdo fisica ocorre através de
ligacdo do tipo Van Der Waals, de forma geral para qualquer espécie; enquanto a
adsorcdo quimica ou quimissorcdo ocorre através de ligacBes especificas entre
adsorvente e adsorvato (ligacdes covalentes e forcas eletrostaticas), sendo um
processo especifico e seletivo (Teixeira; Coutinho; Gomes, 2001).

A adsorcdo é dependente principalmente da estrutura fisica do adsorvente
gue engloba a carga total, a distribuicdo da carga, o tamanho dos poros e, a area de
superficie acessivel. Além das caracteristicas do adsorvente, devem ser
consideradas as caracteristicas das moléculas de adsorc¢ao, no caso as micotoxinas,
como a polaridade, distribuicdo de carga (para compostos ionizados), solubilidade,

tamanho e forma (Huwig et al.,, 2001). Como exemplo disso pode-se citar 0s
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aluminossilicatos, que séo eficazes na reducéo dos efeitos deletérios das aflatoxinas
(Scheideler, 1993), todavia parecem néo ter acao sobre as ocratoxinas (Santin et al.,
2002). Sendo assim, a eficacia do processo de adsorcéao deve ser investigada diante
das caracteristicas fisico quimicas do adsorvente e adsorvato em questdo (Huwig et
al., 2001).

A exemplo dos processos de remocao de metais pesados, a ligagdo de
aluminossilicatos depende de alguns fatores como pH e concentracdo da solucao do
meio, ja que em pH extremamente acido, ocorre o colapso da estrutura do
aluminossilicato, e em solu¢des muito concentradas observa-se queda na eficiéncia
do processo (Aguiar; Novaes; Guarino, 2002).

Sabe-se que a adsorcdo de cobre pela bentonita aumenta linearmente de
acordo com o pH do meio. Além disso, na medida em que se aumenta a
concentracdo do elemento mineral na solucdo, os sitios de adsor¢cdo vao sendo
preenchidos, reduzindo a capacidade de adsorcdo do material; ou seja, 0 aumento
da forca ibnica da solucdo reduz o processo adsortivo (Tito et al., 2008), o que
corrobora com a afirmacéo dos autores supracitados. O pH influencia os processos
adsortivos pelo carater anfétero dos argilominerais, ou seja, em fungcédo da variacdo
do pH os sitios adsortivos mudam sua carga, podendo haver uma adsor¢cdo ou
dessorcédo (Duarte-Neto et al., 2014).

A eficacia dos adsorventes reside em sua capacidade de se ligar a micotoxina
a nivel intestinal, tornando-a indisponivel para absorcdo (Southern et al., 1994),
porém sabe-se que os aditivos antimicotoxinas podem ser altamente eficazes para
determinada micotoxina e inespecificos para outras (Bryden, 2012). E importante
destacar que adsorventes como as argilas podem interagir com nutrientes, minerais

e outros componentes da dieta (Wiles et al., 2004).
2.2.3 Adsorventes

Os adsorventes de micotoxinas mais utilizados e estudados s&o o0s
aluminossilicatos (principalmente as zedlitas), aluminossilicatos célcicos e sodicos
hidratados (HSCAS) e aluminossilicatos contendo argilas. Os minerais de argilas sé&o
silicatos em camadas que podem ser representados pela formula quimica [Si202'5]xy.
As zeolitas sdo compostas por tetraedros de SiO4 e AlO, interligados com atomos

centrais de oxigénio, representadas pela formula [AlSi3Oglyy,. Ja 0s HSCAS
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apresentam ions de calcio e prétons que sao trocados naturalmente com os ions de
sbédio. Sdo montmorilonitas pertencente aos filossilicatos, estruturalmente compostos
por camadas de aluminio e silicio interligados, sendo o arranjo da estrutura
distribuido em razdo de 1:1 ou 2:1 (Huwig et al.,, 2001). Diversos minerais tém
capacidade de adsorcdo como as zedlitas, diatomitas e bentonitas (Bo¢arov-Stanci¢
et al., 2011).

2.2.3.1 Bentonitas

Bentonita € a denominacdo genérica de argilominerais do grupo das
esmectitas, independente da sua origem ou ocorréncia. A denominagao “bentonita”
foi dada por Wilbur C. Knight em 1898 (Osalo; Merufinia; Saatlo, 2013). Os maiores
produtores de bentonita mundiais sdo os Estados Unidos, que concentram
aproximadamente 43 % de toda a producado (Teixeira-Neto; Teixeira-Neto, 2009).
Dados do Departamento Nacional de Producé&o Mineral (2014) estimam as reservas
nacionais de bentonita em 35,7 Mt, sendo que o estado do Parana concentra as
maiores jazidas (44,7 %), seguido pelos estados de S&do Paulo (24,2 %), Paraiba
(20,8 %), Bahia (8,4 %) e Rio Grande do Sul (2,0 %). A extragéo de bentonitas pode
ser destinada ao beneficiamento da mesma, ou a extracdo de petroleo/gas, graxas e
lubrificantes, construcéo civil, cosméticos entre outras funcdes (Brasil, 2014).

As bentonitas sdo amplamente utilizadas na avicultura industrial como
adsorventes de baixo custo. Bentonitas possuem estrutura quimica (Figura 1)
cristalina composta por tetraedros de SiO, e octaedros de Al,O3 que estéo
interligados formando placas de trés camadas com uma carga negativa, enquanto as
arestas das lamelas tém carga positiva (BoCarov-Stanci¢ et al.,, 2011). A carga
negativa é balanceada por cations de compensacéao (alcalinos ou alcalino-terrosos),
geralmente Na*, K" ou Ca®', os quais podem se mover nos canais e podem ser
trocados por outros cations em solucéo (Aguiar; Novaes; Guarino, 2002).

A capacidade de troca catidnica (quantidade de cations que um argilomineral
pode adsorver e trocar) € uma caracteristica inerente aos minerais como as argilas,
resultante de substituicdo isomorfica dos atomos de silicio de sua estrutura cristalina
por a&tomos de aluminio trivalente. O desequilibrio de cargas elétricas na estrutura da
argila sera compensado por cations presentes no espaco interlamelar (Dal Bosco;
Vignado; Carvalho, 2006).
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Figura 1 - Estrutura quimica da bentonita.
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Fonte: Costa Filho; Gomes; Lucas, 2005.

Em relagdo as micotoxicoses, o efeito profilatico das bentonitas consiste em
ligarem-se as micotoxinas irreversivelmente no intestino e impedir sua absorcao
através do epitélio (Indresh et al., 2013). Em dietas com 3 ppm de aflatoxina, a
adicao de 0,3 % de bentonita sddica reduz os efeitos negativos dessas micotoxinas
sobre os frangos de corte (Lopes et al., 2006). Outros autores demonstram que a
bentonita pode aumentar o consumo de racao e melhorar o desempenho de frangos
de corte (Southern et al., 1994). Ja Indresh et al. (2013) recomendaram a dose de 1
% de bentonita na dieta de frangos de corte para eliminar os efeitos adversos da
aflatoxina sobre desempenho zootécnico, mortalidade, peso de 6rgéos, proteinas
séricas e titulos de anticorpos contra Doenca de Newcastle e Doenca de Gumboro.
Desheng et al. (2005) afirmam que a dose de 0,5 % reduz os efeitos adversos de
200ug/kg de aflatoxina B1, sobre o desempenho de frangos de corte.

A adicdo de 0,5 % de montmorilonita sodica em dietas de frangos de corte
contaminadas com 3 ppm de aflatoxina é eficaz na prevencao dos efeitos tdxicos da
aflatoxina, porém observa-se diminui¢do dos niveis séricos de fosforo (Franciscato et
al., 2006). Em contrapartida, a inclusdo dos niveis de 15, 30, 45 g/kg de bentonita na
dieta de frangos de corte machos, avaliados aos 42 dias de idade, ndo alterou os
niveis de globulina, ureia, creatinina, colesterol, triglicerideos, lipoproteina de alta
densidade (HDL), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL), fosfatase alcalina (ALP), creatina-quinase (CK),

glutamiltransferase (GGT) e lactato-desidrogenase (LDH), sendo que somente a
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partir da inclusdo de 30 g/kg houve aumento das proteinas totais séricas e albumina,
assim os autores concluem pela recomendacdo do uso de bentonita como aditivo
alimentar para frangos de corte (Safaeikatouli; Jafariahangari; Baharlouei; 2010).
Southern et al. (1994), verificaram aumento na concentracdo de zinco nas tibias de
frangos de corte ingerindo dieta com bentonita, e acreditam que o mineral em
aumento, seja oriundo do proprio adsorvente. A inclusdo de bentonita sédica ou
calcica ndo provocou alteracbes sobre os parametros bioquimicos séricos,
caracteristicas de carcacas e teor de cinzas das tibias, sendo recomendada na dose
de 1 % de inclusdo (Khanedar; Vakili; Zakizadeh, 2012).

O uso profilatico de bentonita sobre os efeitos deletérios da aflatoxicose foi
validado também para perus, espécie extremamente sensivel, na qual a
micotoxicose pode causar mortalidade elevada. A bentonita natural, na dose de 0,5
% foi capaz de reduzir a mortalidade em 35 %, em relagdo as aves que ingeriram
dieta contaminada por aflatoxina (2000 ppb) sem o adsorvente em sua composi¢ao
(Santurio et al., 1998).

Ramos e Hernandez (1997) atentam para a necessidade de estudos dos
possiveis efeitos em longo prazo dos adsorventes sobre 0s nutrientes essenciais,
como vitaminas e minerais, 0os quais podem ser tornar indisponiveis para 0os animais,
acarretando em queda no desempenho zootécnico. Lehnen et al. (2011) verificou
gue a digestibilidade de minerais pode ser alterada pela presenca do adsorvente na

dieta.

2.3 MINERAIS

Os macrominerais calcio e fosforo sdo elementos mais abundantes no
organismo, estando 99 % do calcio e 80 % do fésforo no esqueleto na forma de
hidroxiapatita, sendo os minerais mais limitantes para as aves (Runho et al., 2001,
Proszkowiec-Weglarz; Angel, 2013), sendo necessarios para o desempenho,
crescimento e producdo. Os alimentos de origem vegetal que compdem as dietas
animais contem quantidades insuficientes desses minerais para suprir as
necessidades das aves, sendo obrigatoriamente incluidos nas dietas, na maioria das
vezes na forma inorganica (Adedokun; Adeola, 2013).

Entre os constituintes extracelulares sanguineos como Aagua, proteinas,

glicose, enzimas, hormoénios e eletrélitos, destacam-se o célcio dissociado (Ca®**) e o
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fosfato (PO,*) (Vieites et al., 2011). A homeostasia idnica é regulada pelas
concentracdes plasméticas das formas ionizadas do calcio e fosforo (Vellasco et al.,
2016). Alteracdes no equilibrio acidobasico podem interferir na qualidade da
mineralizacdo 0ssea, jA que dietas acidogénicas alteram a composicdo da matriz
organica do 0sso e apresentam correlacdo negativa com a resisténcia a quebra
(Araujo et al.,, 2001). Além disso, deficiéncias de calcio e fésforo levam ao
aparecimento de anormalidades esqueléticas, que sdo mais proeminentes em
linhagens de crescimento rapido (Proszkowiec-Weglarz; Angel, 2013).

A compreensdo dos mecanismos que envolvem o metabolismo do calcio e do
fésforo, bem como a estimativa acurada das reais exigéncias dos animais é de
fundamental importancia, levando-se em consideracdo o bem estar das aves e a
mitigacdo da poluicdo ambiental. Formulacdes que tangenciam a real exigéncia da
ave evitam deficiéncias nutricionais e minimizam a excrecédo de minerais para o meio
ambiente. Para isso é fundamental que as formulacdes sejam feitas com base em
valores digestiveis de calcio e fésforo, e o primeiro passo € estimar as perdas
endogenas dos minerais (Adedokun; Adeola, 2013). A digestibilidade aparente dos
nutrientes ndo leva em consideracdo o que é perdido endogenamente pelo animal;
uma vez que essas perdas sejam conhecidas, € possivel formular dietas atingindo
as exigéncias dos animais e reduzindo a utilizagdo de fontes inorganicas (Dilger;
Adeola, 2006).

Fan et al. (2001) propéem uma metodologia para estimar as perdas
enddgenas e a digestibilidade verdadeira do fésforo simultaneamente, através de
andlise de regressdo. Os autores determinam a importdncia da estimativa das
perdas enddgenas com base em trés fatores principais: valores de digestibilidade
aparente sdo varidveis dentro do mesmo ingrediente; valores de digestibilidade
aparente provavelmente subestimam a verdadeira utilizacdo digestiva do fésforo;
valores de digestibilidade aparente medidos em um Unico ingrediente nem sempre
sdo aditivos quando utilizados para a formulacdo de uma dieta, sendo, portanto,
essencial determinar as perdas enddgenas e digestibilidade verdadeira.

No aspecto metabolico, tanto as deficiéncias como as concentragdes
excessivas séo prejudiciais, sendo que niveis elevados de calcio e fésforo na dieta
podem induzir a formacdo de fosfatos de caélcio, moléculas insoliveis a nivel
intestinal, o que, por conseguinte leva a reducéo na taxa de absor¢cdao de ambos

minerais (Runho et al., 2001). Assim, as formulagbes devem considerar a relagao
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dos minerais e quaisquer outros fatores que possam interferir em sua digestibilidade
e disponibilidade, de forma que as aves recebam as quantidades ideais,

minimizando a excrecdo dos minerais (Vellasco et al., 2016).

2.3.1 Caélcio

O célcio é um elemento mineral essencial que participa de funcdes vitais
como a coagulacdo sanguinea, permeabilidade de membrana, excitabilidade
neuromuscular, transmissdo de impulsos nervosos, ativagdo de sistemas
enzimaticos (Vieites et al.,, 2011), além da manutencdo da atividade elétrica e da
composicdo estrutural dos ossos (Schmidt et al., 2007). O calcio € o maior
componente das cinzas 0sseas (Field, 2000), estando apenas 1 % fora dos 0sso0s,
localizando-se no fluido extracelular, plasma ou no interior das células (Proszkowiec-
Weglarz; Angel, 2013).

O metabolismo do célcio é regulado através da vitamina D3, do paratorménio
(PTH), calcitonina, e seus respectivos receptores. A vitamina D3 pode ser sintetizada
na pele através da exposicdo a raios UV ou através da suplementacédo dietética.
Uma vez formada, € carreada por proteinas transportadoras e armazenada na
gordura ou no figado. Para se tornar ativa a vitamina passa por duas hidroxilacdes,
sendo a primeira hepatica e a segunda renal, chegando a forma ativa 1,25(0OH),Ds.
A ativacdo da vitamina D3 ocorre quando as concentracdes plasmaticas de calcio
estdo abaixo dos niveis adequados, agindo em feedback sobre o paratorménio. O
paratorménio, por sua vez, é liberado quando ha necessidade de aumentar os niveis
de célcio, e age estimulando a conversédo de vitamina D3 para sua forma ativada, a
qual atuara aumentando a absorcao intestinal de calcio via duas proteinas quinases
(PKA e PKC) que induzem ao aumento da reabsor¢éo de calcio nos tubulos renais.
Em situacBes de hipocalcemia ocorre reabsorcdo 6ssea através de acao conjunta da
1,25(0OH),D3 e do PTH (Adedokun; Adeola, 2013; Proszkowiec-Weglarz; Angel,
2013).

Em niveis elevados de calcio as células da paratireoide, através de receptores
especificos sensiveis ao calcio que séo ativados, irdo estimular a liberacéo de calcio
intracelular e a ativacdo de proteases que clivam e inativam o PTH. A calcitonina por
sua vez, hormonio produzido pela glandula tireoide, inibe a reabsor¢do 0ssea, 0 que

leva a diminuicdo dos niveis séricos de calcio. A absorcdo de céalcio se da por
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transporte ativo ou passivo. Transporte ativo ocorre principalmente no duodeno e
envolve a entrada das moléculas de calcio através membrana celular em canais
anibnicos seletivos (TRPV5 e TRPV6), difusdo pelo citoplasma e saida na
membrana basolateral, sendo um processo dependente da vitamina D. Com a
vitamina ativada, ocorre um aumento na expressdo de genes de transportadores
intestinais e a sintese da calbindina D,g, Seguido por aumento na absorcédo de
calcio. Transporte passivo é caracterizado por movimento iénico do limen intestinal
para a circulacdo através de gradiente quimico, no espaco intercelular ao longo do
intestino delgado e predomina quando os niveis de célcio sdo adequados
(Adedokun; Adeola, 2013; Proszkowiec-Weglarz; Angel, 2013).

A biodisponibilidade do calcio pode ser influenciada por fatores exdgenos que
afetam sua absorcdo e por fatores endégenos como idade, controle hormonal e
momento fisiologico (Pereira et al., 2009). Além desses fatores, sabe-se que o sexo
das aves influencia em sua exigéncia de calcio e machos parecem exigir mais calcio
para deposicdo nas tibias, observando maior incidéncia de raquitismo e
discondroplasia tibial em relacdo as fémeas. Além disso, os machos apresentam
exigéncias maiores de calcio para ganho de peso do que as fémeas (Driver et al.,
2005).

O célcio é o mineral com maior exigéncia, incluido nas formulagbes na
guantidade de 0,5 % em frangos de corte até 4,02 % em poedeiras (Rostagno et al.,
2011), sendo a fonte mais comum o calcéario, que é de baixo custo, tendo sua
exigéncia expressa como célcio total, diferentemente do fésforo onde se trabalha
com valores disponiveis. Porém é fundamental lembrar que o elemento célcio em
excesso pode interferir negativamente na digestibilidade e absorcdo de outros

minerais, formando quelatos insoluveis (Vellasco et al., 2016).

2.3.2 Fo6sforo

O fésforo € o segundo mineral de maior exigéncia, encontrado 80 % no
esqueleto das aves, na proporcdo 1:2 em relacdo ao calcio na forma de
hidroxiapatita. Aléem disso, também pode ser encontrado na forma inorganica ou
associado a proteinas, lipideos, DNA e RNA (Adedokun; Adeola, 2013). E
considerado um nutriente oneroso nas dietas para monogastricos, ficando atras

somente das fontes de energia e proteina (aminoacidos sulfurados e da lisina) no
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custo de uma formulagéo (Pinheiro et al., 2015). O fosforo ndo existe como mineral
na forma de fosforo livre nos sistemas biolédgicos, e sim como fosfato (PO,4) (Favus et
al., 2006).

O fésforo participa de diversas funcgdes fisiologicas, entre elas a composicao
da estrutura 6ssea, das membranas celulares e dos acidos nucléicos. Interfere no
controle do apetite das aves e na manutencao do equilibrio osmético e eletrolitico,
sendo componente dos fosfolipideos e das moléculas de ATP, sendo indispensavel
para o transporte de lipideos, sintese de proteinas e utilizacdo da energia (Runho et
al., 2001). Como o fosforo participa do processo de mineralizagdo Ossea é
importante que esteja disponivel em quantidade compativel com as necessidades
das aves, a fim de evitar os prejuizos econdmicos em funcdo das fraturas no
processo de apanha (Gomes et al., 2004).

O metabolismo do fésforo € influenciado pelo paratorménio, vitamina D3
(Adedokun; Adeola, 2013) e por fosfatoninas, principalmente o fator de crescimento
fibroblastico 23 (FGF-23) (Bobeck et al.,, 2012). Baixas concentracdes de fosforo
conduzem a ativacdo da vitamina D nos rins, que leva ao aumento na absorcéo de
fésforo no intestino delgado e a reabsor¢cdo renal, além disso, ocorre reabsor¢cao
O0ssea para manter 0s niveis plasméaticos do mineral. Em nivel molecular,
deficiéncias de fésforo levam ao aumento de transportadores Na-P llb, calbindina
D.gk no intestino delgado e, transportadores Na-P II-A nos rins. J4 o paratorménio
age diminuindo a reabsorcdo e aumentando a secrecdo de fosforo pelos rins. A
absorcdo de fésforo ocorre através da borda em escova da membrana celular,
envolvendo vias sodio-dependentes e soédio-independentes. A vitamina D tem
demonstrado aumentar a permeabilidade do fésforo no intestino das aves, sendo o
duodeno o local de maior absorcdo. As fosfatoninas surgiram como importantes
reguladoras da homeostase do fésforo, entre elas destaca-se o FGF23 que suprime
a absorcéo de fésforo, inibindo o paratorménio, a ativacéo da vitamina D e os canais
transportadores Na-P II-A nos rins; sendo assim, o papel principal das fosfatoninas é
limitar a absorcao de fosfato (Adedokun; Adeola, 2013; Proszkowiec-Weglarz; Angel,
2013).

As aves apresentam baixo aproveitamento do fosforo presente nos
ingredientes vegetais que compdem as dietas, ja que sao incapazes de metabolizar
o fosforo fitico, havendo necessidade de suplementacdo de uma fonte inorganica de

fésforo. Frente a esta situacéo as formulagcdes contem alto conteudo de fosforo total,
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do qual grande parte € excretada pelas aves, e de acordo com o destino da cama do
aviario, o mineral pode ser depositado no meio ambiente (Rostagno et al., 2007),
podendo provocar a contaminacao do solo e a diminuicdo da quantidade de oxigénio
nas aguas dos rios e lagos (Fukayama et al., 2008), através do processo de
eutrofizacdo, que consiste no enriquecimento excessivo da agua, que resulta no
crescimento em demasia de algas e plantas, podendo levar a mortalidade de peixes
(Klein; Agne, 2012).

Levando-se em consideracdo a preocupacdo com a reducdo dos nutrientes
potencialmente poluentes, o fosforo pode ser excretado em maior ou menor
qguantidade dependendo de alteragdes nas formulagbes (Tejedor et al., 2001) ou de
adicdo de enzimas capazes de catalisar o fésforo fitico tornando o fésforo disponivel
(Adedokun; Adeola, 2013). Porém, o uso de fitases com o intuito de melhorar a
biodisponibilidade do fosfato pode ndo melhorar a sua absorcdo, ja que esta
depende da regulacdo do fator de crescimento fibroblastico 23 (FGF-23), sendo este
um ponto crucial do metabolismo do fésforo a ser estudado (Bobeck et al., 2012).
Recentemente foi desenvolvida uma vacina capaz de reduzir a excrecdo de fésforo
pelas aves. Trata-se de uma vacina peptidica sintética que induz a producédo de
auto-anticorpos contra o FGF-23, um hormonio osteocitico que é liberado quando os
niveis séricos de fosfato se elevam. O FGF-23 suprime co-transportadores de fosfato
e sodio do tipo Il, nos rins e intestinos, diminuindo tanto a absorcao intestinal, quanto
a reabsorcdo tubular de fosfato nos rins. Aves vacinadas tiveram quantidades
excretadas de fésforo inferiores as ndo vacinadas, sendo este o primeiro relato
sobre a utilizacdo de uma vacina para reducéo da excrecao de fosforo pelos animais
(Ren et al., 2016).

Deficiéncias de fésforo na dieta de frangos de corte, no periodo de 10 a 29
dias de idade, podem levar a reducdo dos niveis séricos de hormonio de
crescimento e horménios da tireoide, principalmente T3, levando a redugdo no
consumo de ragcdo e consequentemente no desempenho das aves (Parmer et al.,
1987).

2.4 INTERACOES ENTRE MINERAIS E ADSORVENTES DE MICOTOXINAS

Haja vista a capacidade quimica dos adsorventes de se ligarem as

micotoxinas, alguns autores atentam para a possibilidade de ligagdo com minerais,
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ja que nutrientes de alto peso molecular podem ser carreados por esses aditivos
anti-micotoxinas, tornando-se indisponiveis para absor¢do (Southern et al., 1994).
Gowda, Swamy e Mahajan, (2013) destacam que se as inclusdes forem elevadas,
as argilas podem se ligar a minerais e a antibiéticos como a monensina.

Corroborando a afirmacédo acima, porém com inclusdo de 0,3 % de bentonita
em dietas de frangos de corte com baixa contaminacgéo por aflatoxina (50 pg/kg) e
contendo monensina em sua composi¢cdo, constatou-se existir uma competicdo
entre a micotoxina e a monensina por sitios de adsorcao na estrutura do adsorvente,
0 que indica um processo nao seletivo de adsorgéao (Magnoli et al., 2011). A inclusé&o
de bentonita na dieta reduz os efeitos benéficos da monensina sobre o ganho de
peso, e da salinomicina sobre o consumo de racdo de aves expostas a Eimeria
acervulina (Gray et al., 1998).

Estudos vém demostrando a interacdo das argilas na digestibilidade de
nutrientes (Wiles et al., 2004). Eraslan et al. (2005) verificaram os efeitos de 1 ppm
de aflatoxina e 0,25 e 0,5 % de bentonita administrada isoladamente e em
combinacgéo sobre os niveis séricos de sodio, potassio, cloreto, calcio e fosforo, em
frangos de corte com 15, 30 e 45 dias de idade. Os autores observaram que a
aflatoxina causou diminuicdo nos niveis de célcio e de fésforo, porem o mesmo
resultado foi encontrado também nos grupos que receberam apenas o adsorvente,
concluindo que o aditivo adicionado a racdo pode ligar-se irreversivelmente a
minerais e inibir a sua absorcdo em nivel intestinal, e consequentemente sua
concentragdo seérica. Além dos efeitos sobre o0s minerais séricos, 0s
aluminossilicatos incluidos na dieta de frangos de corte podem apresentar efeitos
sobre o depdsito de minerais nos ossos (Desheng et al., 2005).

A digestibilidade de dietas com inclusdo de bentonita sddica foi testada para
suinos, verificando-se que a adicdo deste adsorvente nas dietas ndo altera o
balanco da energia, do nitrogénio e a digestibilidade aparente do calcio, magnésio,
zinco, cobre e manganés, porém reduz a excrecao fecal de fosforo (Lehnen et al.,
2011). A adsorcdo da bentonita pelo fosfato foi avaliada através de andlises
laboratoriais, constatando-se que ocorre um processo de quimiossor¢do, no qual o
anion de fosfato monovalente, H,PO,, teve a maior afinidade para a superficie do
adsorvente. Os autores investigaram a adsor¢cao em pH 5 e 7 e verificaram que o
processo perde sua eficiéncia em pHs mais elevados (Haghseresht; Wang; Do,

2009). Doses de bentonita de 1,5 e 3,0 % na dieta de frangos de corte ndo alteram o
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pH das excretas, porém reduzem a umidade das mesmas (Safaeikatouli et al.,
2010).

Em relacdo ao metabolismo do calcio na presenca de bentonita, relata-se
reducdo na absorcdo no trato gastrointestinal e menor deposi¢cdo do mineral para
ratos, o que pode estar relacionado a competicdo por sitios de ligagdo na mucosa
intestinal, e posterior transporte para 0 sangue, entre 0s minerais presentes no
[imen intestinal oriundos da dieta e aqueles ligados a bentonita. Afirma-se que as
alteracdes causadas pela presenca da bentonita em nivel intestinal sdo variaveis de
acordo com o elemento mineral estudado (Grosicki; Kowalski; Bik, 2004). A adsorc¢éo
ocorre, pois 0s minerais, que geralmente séo alcalinos e alcalinos terrosos, fixam-se
eletrostaticamente sobre a superficie e entre as camadas argilomineral, buscando
equilibrar cargas superficiais (Duarte-Neto et al., 2014).

N&o somente 0os minerais podem ser adsorvidos, mas a literatura demonstra
que determinados grupos de aminoacidos carregados positiva ou negativamente
podem ser adsorvidos sobre minerais (Zaia; Zaia, 2006), sendo que a afinidade da
bentonita pelos aminoacidos é afetado por alteracdes de pH (Benetoli et al., 2007).
Estudos de difratometria de raios-x, demonstram a adsor¢cao de aminoacidos sobre
argilas com alta afinidade nas camadas internas das bentonitas, através do grupo
amino e grupo sulfidrila (Benetoli et al., 2007).

A literatura reporta diversos experimentos com doses elevadas de
micotoxinas, buscando averiguar a eficAcia de adsorventes sobre seus efeitos
toxicos. No entanto, no cotidiano da avicultura industrial, busca-se reduzir a
producdo de micotoxinas em todos os seguimentos (colheita, armazenagem, etc.),
verificando-se maior ocorréncia de niveis baixos de micotoxinas, porém em
frequéncia elevada. Perante essas situacdes, a eficacia do adsorvente pode ser
afetada pelos componentes normais da dieta, tais como coccidiostaticos, vitaminas,
minerais, aminoacidos, que podem competir com as micotoxinas em nivel intestinal

pelos sitios de ligacdo do adsorvente (Magnoli et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Para avaliar as interacfes entre adsorvente de micotoxinas e minerais,
elegeu-se como material de estudo o adsorvente bentonita por ser amplamente
utilizada na produgdo animal como agente anti-micotoxinas, e 0S macrominerais
calcio e fosforo, por serem os mais limitantes em quantidade para as aves.

Foram realizados dois ensaios para coleta de material (excretas, digestas,
sangue e tibias) e posteriores analises laboratoriais. O projeto foi submetido ao
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade do Estado de Santa
Catarina - CETEA e aprovado sob o protocolo n® 6297240316.

Os ensaios foram conduzidos no Setor de Avicultura CAV/UDESC, sendo o
primeiro denominado “Ensaio Bentonita”, e o segundo “Ensaio Digestibilidade”.
Ambos os ensaios foram conduzidos com frangos de corte, machos, da linhagem
Cobb 500, oriundos de incubatorio comercial, vacinados contra Doenca de Marek,
Bronquite Infecciosa e Doenca de Gumboro. As aves foram recebidas com um dia
de idade e alojadas em pinteiro Unico, com ambiente aquecido na faixa de 30 a
32°C, sobre cama de maravalha de 8 cm de altura, recebendo &gua filtrada e clorada
(5 ppm) e ragdo isonutritiva a vontade, no periodo de um a 13 dias de idade. Durante
este periodo as aves receberam dieta pré-inicial (1 a 7 dias) e inicial (8 a 13 dias), de
acordo com as recomendacfes de Rostagno et al. (2011) descritas na Tabela 1.

Aos 14 dias de idade realizou-se a pesagem de todas as aves para
uniformizar os pesos médios das repeticdes. As aves foram pesadas individualmente
e separadas por faixa de peso, descartando-se as mais leves e as mais pesadas. A
distribuicdo foi realizada individualmente, seguindo-se a sequéncia das faixas
crescentes de pesos, sendo a distribuicdo inteiramente casualizada, conforme
recomendacdes de Sakomura e Rostagno (2007). Foram retiradas aves com
quaisquer problemas aparentes.

A sala de metabolismo contou com 48 gaiolas metabdlicas (0,5 X 0,5 m) de
arame galvanizado, as quais eram dotadas de um comedouro tipo calha, dois bicos
de bebedouros tipo nipple acoplados a um reservatério individual de agua e uma
bandeja coletora de excretas. O ambiente foi climatizado de acordo com a

temperatura de conforto para a idade das aves, seguindo o manual da linhagem.
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Tabela 1 - Composicao nutricional e calculada das dietas fornecidas as aves até os

13 dias de idade.

Ingredientes (g/kg)

Pré-inicial (1 — 7 dias)

Inicial (8 — 13 dias)

Milho 529,85 555,77
Farelo de soja 395,48 365,62
Calcério calcitico 10,41 10,80
Fosfato bicélcico 19,00 15,50
Sal 4,78 4,55
Oleo vegetal 30,90 38,90
Metionina 1,96 1,68
Lisina 2,62 2,18
Premixt 5,00 5,00
Total 1000 1000
Composicéo calculada
Energia metabolizavel (Kcal/kg) 2960 3050
Proteina bruta (%) 22,4 21,2
Célcio total (%) 0,92 0,84
Fésforo disponivel (%) 0,47 0,40
Saodio (%) 0,22 0,21
Potéssio (%) 0,88 0,83
Cloro (%) 0,60 0,30
Lisina digestivel (%) 1,32 1,22
Metionina digestivel (%) 0,52 0,47
Treonina digestivel (%) 0,76 0,72

1Composicao do premix mineral e vitaminico(niveis por Kg do produto): Vitamina B12 3.000,00 mcg,
Vitamina B6 622 mg, Acido Pantoténico 2.934,9 mg, Niacina 7.500 mg, Biotina 19 mg, Vitamina B2
1.125 mg, Manganés 16.800 mg, Zinco 13.000 mg, Ferro 12.600 mg, lodo 250 mg, Cobre 2.100 mg,
Selénio 75 mg, Vitamina A 2.640.000 Ul/kg, Vitamina D3 638.000 Ul/kg, Vitamina E 3.650 Ul/kg,
Vitamina K3 450 mg, Vitamina B1 502 mg, Acido Fdélico 189 mg, Colistina 2.500 mg, B.H.T. 0,80 g,
Colina 86,67 g.

3.1 ENSAIO BENTONITA

O ensaio foi conduzido com o objetivo de avaliar a influéncia do adsorvente
bentonita sobre o consumo de racdo, ganho de peso, conversdo alimentar
concentracdo sérica de minerais, caracteristicas morfométricas 6ésseas e deposicao
0ssea dos minerais célcio e fosforo.

Foram adquiridos 320 frangos de corte, criados sob as condi¢cdes descritas
anteriormente e transferidos para as gaiolas de metabolismo aos 14 dias de idade,
seguindo a metodologia recomendada por Sakomoura e Rostagno (2007). Cada

gaiola recebeu 12 aves, totalizando 288 frangos de corte.
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3.1.1 Dietas experimentais

Para a composicdo das dietas experimentais foram adquiridos 350 kg milho
oriundo de mesa densimétrica de empresa comercial. O milho recebido foi
acondicionado em bandejas de aluminio e entdo levado a estufa a 200°C por 90
minutos. Este procedimento visou a eliminacdo ou reducdo das possiveis
micotoxinas existentes, seguindo metodologia descrita por Hwang e Lee (2006). O
procedimento foi realizado um dia antes da confeccdo das dietas.

Foram formuladas trés dietas (tratamentos) seguindo as recomendagdes de
Rostagno et al. (2011) para desempenho superior: sem inclusdo de bentonita (0,0),
com inclusdo de 0,25 e 0,50 % de bentonita. Cada tratamento contou com oito
repeticdes, em um delineamento inteiramente casualizado.

As caracteristicas da bentonita utilizada estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas e composicéo da bentonita utilizada.

Caracteristicas gerais

Estado fisico Solido
Densidade (g/ml) 0,36
pH (dispersdo aquosa contendo 2% de solidos) 5-10
Umidade maxima 10 %
Recomendacéo de uso do fabricante 2 a 5 kg/tonelada
Composigdo quimica (%)
SiO; 65,4
ALO; 17,5
Fe 03 5,10
K,O 2,10
MgO 1,99
CaO 0,71
Na,O 0,52
P.F. 6,71

Fonte: Sanex, 2016.

As aves foram submetidas as dietas experimentais no periodo de 14 a 22 dias

de idade. A composicéo das dietas experimentais esta descrita na Tabela 3.
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Tabela 3 - Composicéo das dietas experimentais utilizadas no ensaio “Bentonita”,
sem inclusao (0,0), com inclusdo de 0,25 e 0,50 % de bentonita.

Ingredientes (g/kg) 0,0% 0,25 % 0,50 %
Milho 555,77 550,10 544,81
Farelo de soja 365,62 366,63 367,63
Calcario calcitico 10,80 10,80 10,76
Fosfato bicalcico 15,50 15,53 15,55
Sal 4,55 4,82 4,83
Oleo vegetal 38,90 40,77 42,60
Metionina 1,68 1,69 1,69
Lisina 2,18 2,16 2,13
Premixt 5,00 5,00 5,00
Bentonita 0,00 2,50 5,00
Total 1000 1000 1000
Composicdo calculada
Energia metabolizavel (Kcal/kg) 3050 3050 3050
Proteina bruta (%) 21,2 21,2 21,2
Célcio total (%) 0,84 0,84 0,84
Fésforo disponivel (%) 0,40 0,40 0,40
Sadio (%) 0,21 0,21 0,21
Potéssio (%) 0,83 0,83 0,83
Cloro (%) 0,32 0,34 0,34
Lisina digestivel (%) 1,22 1,21 1,22
Metionina digestivel (%) 0,47 0,47 0,47
Treonina digestivel (%) 0,72 0,72 0,72
Composicdo analisada
Calcio (%) 0,83 0,74 0,86
Fésforo (%) 0,68 0,64 0,65

1Composicao do premix mineral e vitaminico (niveis por Kg do produto): Vitamina B12 3.000 mcg,
Vitamina B6 622 mg, Acido Pantoténico 2.934,9 mg, Niacina 7.500 mg, Biotina 19 mg, Vitamina B2
1.125 mg, Manganés 16.800 mg, Zinco 13.000 mg, Ferro 12.600 mg, lodo 250 mg, Cobre 2.100 mg,
Selénio 75 mg, Vitamina A 2.640.000 Ul/kg, Vitamina D3 638.000 Ul/kg, Vitamina E 3.650 Ul/kg,
Vitamina K3 450 mg, Vitamina B1 502 mg, Acido Félico 189 mg, Colistina 2.500 mg, B.H.T. 0,80 g,
Colina 86,67 g.

3.1.2 Variaveis zootécnicas

No periodo experimental, avaliou-se o peso vivo médio inicial e final, consumo
de racdo, ganho de peso médio diario e converséo alimentar. O peso vivo médio foi
obtido através da pesagem coletiva das aves de cada gaiola ao inicio e ao final do
periodo experimental. O valor obtido foi dividido pelo nimero de aves da gaiola,
obtendo-se o peso médio vivo, em gramas. O consumo de racao foi aferido através
do abastecimento diario dos comedouros com quantidade conhecida de ragdo. Ao

final dos quatro dias de coleta, as sobras foram pesadas obtendo-se o consumo
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geral da gaiola, o qual foi dividido pelo nimero de aves da unidade experimental,
obtendo-se o consumo de ragao/ave/dia, expresso em g/ave/dia. O ganho de peso
meédio diario foi obtido através da subtracéo entre peso final e inicial das aves, sendo
este valor dividido pelos dias de experimento, expresso em gramas. A conversao
alimentar foi obtida através da relacdo entre o consumo médio das aves (g) e o
ganho de peso médio diario (g). Todos os valores foram corrigidos pela mortalidade,

sendo o consumo e ganho de peso destas aves descontados da repeticéo.

3.1.3 Analises de sangue

No 21° dia de idade das aves, procedeu-se a coleta de sangue de cinco aves
por repeticdo, totalizando 120 aves. A coleta de sangue foi realizada através de
puncao da veia jugular, com agulhas hipodérmicas 25 x 0,8 mm. Coletou-se 3 mL de
sangue de cada ave, 0s quais foram imediatamente acondicionados em tubos
identificados sem anticoagulante. As amostras foram deixadas em repouso por 40
minutos. Apds, foram centrifugadas a 3.500 rpm por 10 minutos. O soro coletado foi
acondicionado em tubos plasticos de 2 mL e congelado para posterior analise.

As amostras foram analisadas no Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital
Veterinario Lauro Ribas Zimmer — HCV — CAV/UDESC, através do aparelho
bioquimico Labmax Plenoo®. Foram adquiridos kits comerciais Labtest® de leitura
para os minerais céalcio (mg/dL), fésforo (mg/dL), ferro (ug/dL), magnésio (mg/dL) e

cloretos (mEg/L).

3.1.4 Analises de tibias

No 22° dia de idade das aves, duas aves de cada repeticdo foram sacrificadas
por deslocamento cervical, método aceito para aves de até 3 Kg, segundo as
Diretrizes da Préatica de Eutandsia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA (Brasil, 2013). Apos, realizou-se a coleta das
duas tibias da ave, sendo realizada a incisdo nas articulagGes tibiotarsica e
femorotibial. As tibias coletas foram acondicionadas em sacos plasticos
identificados, os quais foram imediatamente congelados a -18 °C, para posterior

andalise.
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As tibias foram preparadas seguindo as recomendacfes de Kim et al. (2004),
sendo primeiramente descongeladas em temperatura ambiente por 24 horas. Apos
foram manualmente descarnadas, sem cozimento. Nos 0ssos limpos,
individualmente, foi realizada pesagem ao ar (g), em balanca analitica de preciséo
(0,001g), pesagem em agua (g), afericdo de comprimento (mm) e largura (mm),
seguindo a metodologia descrita por Zhang e Coon (1997). O volume ésseo foi
calculado através de seu peso Umido (peso em agua), assumindo-se que a
densidade da &gua era 1 g/cm® (medicBes realizadas em sala com temperatura
ambiente média de 25 °C). Comprimento e largura foram aferidos através de
paquimetro digital Digimess® (0,001 mm). O Indice de Seedor foi calculado através
da divisdo do peso do 0sso por seu comprimento (Seedor et al.,1991). Apés, as
tibias foram secas em estufa de ventilacao forcada e processadas para afericdo de
matéria mineral (%) e posterior leitura de calcio e foésforo (%), conforme descrito no
item 3.3.

3.2 ENSAIO “DIGESTIBILIDADE”

O segundo ensaio foi conduzido com o objetivo de avaliar o balanco, perdas
enddgenas e digestibilidade verdadeira dos minerais calcio e fésforo. Foram
adquiridos 400 frangos de corte, criados sob as condicGes descritas anteriormente e
transferidos para as gaiolas de metabolismo aos 14 dias de idade, utilizando-se o
mesmo procedimento de distribuicdo das aves do ensaio anterior. Cada gaiola
recebeu oito aves, totalizando 384 frangos de corte.

3.2.1 Dietas experimentais

As dietas experimentais (Tabela 4) foram calculadas em niveis decrescentes
de calcio e fésforo, buscando atender em 90, 80, 70 e 60 % das exigéncias
nutricionais recomendadas por Rostagno et al. (2011) para ambos os minerais, 0s
quais foram reduzidos simultaneamente, mantendo-se assim a relacdo Ca:P
semelhante entre as dietas. O experimento foi delineado inteiramente ao acaso em
arranjo fatorial, com quatro niveis de calcio e fésforo e dois niveis de bentonita (0,0 e
0,5 %), totalizando oito dietas experimentais. As aves foram submetidas as dietas

experimentais no periodo de 14 a 21 dias de idade.
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Tabela 4 - Dietas experimentais utilizadas no ensaio “Digestibilidade” atendendo em
90, 80, 70 e 60% das exigéncias nutricionais para célcio e fosforo
determinadas por Rostagno et al. (2011), sem inclusdo de bentonita (0,0
%) e com inclusédo de 0,5 % de bentonita.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
Ingredientes Nivel em relacédo a exigéncia (%) Nivel em relacdo a exigéncia (%)
(g/kg) 90 80 70 60 90 80 70 60
Milho 489,69 489,69 489,60 489,69 489,69 489,69 489,69 489,69
Farelo de soja 377,53 377,53 377,53 377,53 377,53 377,53 377,53 377,53
Amido 46,15 4925 5236 5545 41,15 4425 47,36 50,45
Calcério calcitico 9,75 8,80 789 6,95 9,75 880 7,89 6,95
Fosfato bicalcico 13,45 11,30 9,10 6,95 1345 11,30 9,10 6,95
Sal 4,56 4,56 456 4,56 4,56 456 456 4,56
Oleo vegetal 40,2 40,2 40,2 40,2 40,2 402 40,2 40,2
Metionina 1,72 1,72 1,72 1,72 1,72 1,72 1,72 172
Lisina 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95 1,95
Premix 5,00 5,00 500 5,00 5,00 500 500 5,00
Bentonita 0,00 0,00 0,00 0,00 5,00 500 500 5,00
CIA2 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
Total 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Composicéo calculada

Energia
metabolizavel 3035 3046 3057 3068 3017 3028 3039 3050
(Kcal/kg)
E’grl‘l’(tge)'”a bruta 212 212 212 212 212 212 212 212
Calcio total (%) 0,76 0,67 0,59 0,50 0,76 067 059 0,50
Ei‘;;fgg?vel ) 0,36 0,32 0,28 0,24 0,36 032 028 0724
Sédio (%) 0,21 0,21 021 0,21 0,21 021 021 021
Potassio (%) 0,83 0,83 0,83 0,83 0,83 083 083 0,83
Cloro (%) 0,32 0,32 032 0,32 0,32 032 032 0,32
b'/j;”a digestivel 1,22 1,22 122 1,22 1,22 1,22 122 122
(';’I'gg;’t’:\'/';"’l‘ ) 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47 0,47 047 047
Treonina 0,72 0,72 072 073 0,72 072 072 0,72

digestivel (%)

Composicéo analisada

Calcio (%) 0,77 0,67 0,59 0,49 0,74 0,70 0,58 0,50
Fosforo (%) 0,59 0,56 0,50 0,40 0,59 0,55 0,52 0,42
Relacdo Ca:P 1,30 1,20 1,18 1,22 1,25 1,27 1,11 1,19

1Composicao do premix mineral e vitaminico (niveis por Kg do produto): Vitamina B12 3.000 mcg,
Vitamina B6 622 mg, Acido Pantoténico 2.934,9 mg, Niacina 7.500 mg, Biotina 19 mg, Vitamina B2
1.125 mg, Manganés 16.800 mg, Zinco 13.000 mg, Ferro 12.600 mg, lodo 250 mg, Cobre 2.100
mg, Selénio 75 mg, Vitamina A 2.640.000 Ul/kg, Vitamina D3 638.000 Ul/kg, Vitamina E 3.650
Ul/kg, Vitamina K3 450 mg, Vitamina B1 502 mg, Acido Folico 189 mg, Colistina 2.500 mg, B.H.T.
0,80 g, Colina 86,67 g.

2Cinza insoluvel em &cido.
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As gquantidades de milho, farelo de soja, sal, 6leo vegetal, lisina, metionina,
premix e marcador foram mantidas constantes em todas as rag¢des, as quais tiveram
alteracbes somente nos niveis de amido, calcario calcitico e fosfato bicalcico,
buscando atender as porcentagens de minerais previamente determinadas. Nas
dietas foi incluido 1 % de indicador, uma cinza insoltuvel acida (Celite ®), necessario
para a realizag@o dos calculos no método de coleta ileal da digesta.

O ensaio foi assim delineado, pois 0 uso do modelo de regressdo para
estimativas de digestibilidades verdadeiras requer pelo menos trés a quatro niveis
de inclusédo de ingredientes e, as dietas do ensaio devem ser formuladas abaixo da

exigéncia em funcao da regressédo (Mutucumarana; Ravindran, 2016).

3.2.2 Variaveis zootécnicas

No periodo experimental, avaliou-se o consumo de racdo (g), ganho de peso
meédio diario (g) e a conversao alimentar (g/g). As variaveis foram aferidas utilizando

0S mesmos procedimentos descritos no item 3.1.2.

3.2.3 Coletatotal de excretas

Foi utilizado o método de coleta total de excretas (Cortés et al., 2009). As
excretas eram coletadas diariamente, as 8:00 h, acondicionadas em sacos plasticos,
identificadas por repeticdo e congeladas em freezer a -18 °C, para posterior analise.
O ensaio teve duracao total de oito dias, sendo quatro dias de adaptacdo e quatro

dias de coleta.

3.2.4 Coletaileal da digesta

Para realizacdo da coleta ileal da digesta, pesou-se todas as aves da gaiola
coletivamente obtendo-se o0 peso médio da repeticdo. A partir deste foram
escolhidas duas aves para abate que estivessem dentro do intervalo de =5 % em
relacdo ao peso médio. As aves foram sacrificadas por deslocamento cervical, e
entdo evisceradas para retirada do intestino. O ileo foi definido a partir do Diverticulo
de Meckel até 2 cm antes da juncao ileocecal (Dilger; Adeola, 2006). A digesta ileal

foi coletada a partir de infusdo de agua destilada no interior do intestino e
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acondicionada em sacos plasticos identificados, os quais foram imediatamente
congelados para posterior andlise (Rutherfurd et al., 2004; Coca-Sinova et al., 2008).

3.3 ANALISES LABORATORIAIS

Para realizagdo das andlises laboratoriais de matéria seca, matéria mineral,
teor de calcio e fosforo, as amostras de excretas e digestas coletadas foram
descongeladas e homogeneizadas por repeticdo, para realizacdo da pré-secagem
ou da amostra seca ao ar (ASA). As excretas coletadas foram acondicionadas em
bandejas de aluminio e secas em estufa de ventilagédo forgcada a 55 °C por 72 horas.
Apos, foram moidas em moinho Tecnal® modelo TE-631/3.

Todos os procedimentos foram realizados em duplicata, desde a secagem do
material até as leituras, seguindo metodologias descritas por Silva e Queiroz (2002).
As andlises foram realizadas em Laboratorios do Departamento de Produgdo Animal
e Alimentos e Departamento de Solos do CAV/UDESC.

3.3.1 Matéria Seca

Para afericAo da matéria seca, os cadinhos foram previamente lavados,
enxaguados com cinco banhos de agua destilada e secos em estufa. Para iniciar o
processo, foi realizada primeiramente a calcinacdo dos cadinhos, mantendo-os em
mufla a 550 °C, por 2 horas. Decorrido o periodo, a mufla foi desligada e apés 2
horas, os cadinhos foram acondicionados em dessecador até o resfriamento
completo (equilibrio com a temperatura ambiente). Nos cadinhos previamente
pesados em balanca analitica de precisao (0,0001), foram acondicionadas aliquotas
de aproximadamente 2 g. Os recipientes foram colocados em estufa previamente
aquecida a 105 °C, por 24 horas.

Findo o tempo de secagem, os cadinhos foram retirados da estufa e
acondicionados imediatamente em dessecador, até atingirem a temperatura
ambiente, para entdo realizar-se a pesagem e o registro dos pesos.

A matéria seca foi calculada seguindo as férmulas abaixo:

a) Pré-secagem (%) = [excretas pré-secas (g) / excretas umidas (g)] x 100
b) Secagem definitiva (%) = [excretas secas (g) / excretas pré-secas (g)] x 100

c) Matéria seca (%) = (pré-secagem x secagem definitiva) / 100
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3.3.2 Matéria mineral

Para calculo da matéria mineral, amostras de racdo, excretas e digestas
previamente pré-secas foram acondicionadas em cadinhos calcinados e pesados,
conforme procedimento descrito no item anterior. Apos, foram colocadas em mufla a
550 °C. Para evitar perda de amostras, realizou-se uma pré-queima, seguida da
gueima. Para a pré-queima, a mufla permaneceu 15 minutos ligada e 45 minutos
desligada, apos seguia 30 minutos ligada e 30 desligada. Finda a pré-queima, o
equipamento seguiu ligado por quatro horas consecutivas. Decorrido o tempo, a
mufla foi desligada e deixada esfriar por duas horas, para reducédo da temperatura
abaixo de 200°C. Os cadinhos foram retirados e acondicionados em dessecador até
o resfriamento completo, e posteriormente pesados em balanca analitica de preciséao
(0,0001g).

3.3.3 Solucédo mineral para leitura de célcio e fésforo

Para realizar a leitura dos minerais primeiramente preparou-se uma solugcao
aguosa a partir das amostras de racdo, excretas e digestas, seguindo-se a
metodologia de via seca, descrita por Silva e Queiroz (2002). Em todas as etapas,
as vidrarias eram previamente lavadas com cinco banhos de dgua comum e cinco
banhos de agua destilada.

O preparo inicia com a digestdo &acida das amostras, as quais devem ser
incineradas em mufla, conforme procedimento descrito no item anterior.
Posteriormente adicionou-se 5 mL de HCI (acido cloridrico) 50 %. Os cadinhos foram
levados para chapa quente (aproximadamente 100 °C), até evaporacdo completa do
acido. Apos, a operacao foi repetida com mais 5 mL de HCI 50 %, porém, desta vez
sem deixar o acido evaporar totalmente. Apés a retirada dos cadinhos da chapa e
resfriamento, as amostras foram redissolvidas em agua destilada e filtradas em
papel filtro quantitativo de faixa branca (filtracdo média - Unifil®), sendo recebidas
em balGes volumétricos de 100 mL. As amostras foram acondicionadas em tubos
tipo falcon previamente lavados com agua destilada e identificados para posterior

analise dos minerais célcio e fésforo.
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3.3.4 Leiturade célcio

Para leitura de calcio foram preparadas solucdes de Estréncio a 5%, Acido
Cloridrico 50 % e Padrdo de Calcio. Posteriormente foi preparada a curva de
calibragdo para entdo proceder-se a leitura das amostras, em espectrofotdmetro de
Absorcéo Atdmica.

3.3.4.1 Solucéo de Estroncio 5 %

Obtida pesando-se 48,7 g de estroncio, e completando-se o baldo com 1000

mL de agua destilada. A solucao foi homogeneizada estando pronta para o uso.

3.3.4.2 Solucéo de acido cloridrico 50 %

Obteve-se através da diluicdo de 500 mL de HCI P.A. em 500 mL de agua

destilada. Ap6s homogeneizacdo a solucdo encontrava-se pronta para 0 uso.

3.3.4.3 Solucéo padréo de calcio

O padrdo de calcio foi obtido através de solu¢do padronizada comercial de
1000 ppm (solucao de estoque). A solucdo de trabalho foi preparada adicionando-se
10 mL da solucéo padrdao e 1 mL de HCI 50 % em um baldo volumétrico de 100 mL,
0 qual teve seu volume completo com &gua destilada. Ap6s homogeneizacéo,

obtinha-se uma solugéo a 100 ppm (solucéo de trabalho) pronta para uso.

3.3.4.4 Curva

A curva padrdo foi preparada em sete bal6es volumétricos de 100 mL,
adicionando-se aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4, 5 e 10 mL da solucéo de trabalho de célcio,
em cada balédo, correspondendo as concentracdes de O, 1, 2, 3, 4, 5 e 10 ppm de
calcio. Em cada baldo foram adicionados 10 mL de Solucéo de Estroncio a 5%, e 1
mL de HCL 50 %. Os baldes foram completados agua destilada, homogeneizados e,

decorridos 5 minutos foram realizadas as leituras.
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3.3.45 Leitura das amostras

Para leitura das amostras foram adicionados 2 mL da solucdo mineral
previamente preparada em baldes volumétricos de 100 mL. Nestes, foram
adicionados Solugcdo de Estréncio 5 %, HCI 50 % e &gua destilada seguindo o
mesmo procedimento descrito anteriormente no preparo da curva padrao.
Decorridos cinco minutos, a leitura foi realizada em espectrofotémetro de absorcéo
atbmica PerlinElmer® (AAnalyst 200) a 422,7 nm de comprimento de onda. O
equipamento foi programado para realizar as leituras em triplicata, obtendo-se o
valor médio entre elas. Todas as amostras foram lidas em duplicata, sendo

considerado o valor médio entre as duas leituras. Os valores foram expressos em

ppm.

3.3.4.6 Calculo do teor de calcio (%)

A porcentagem de calcio nas amostras foi calculada através da seguinte

formula (Silva; Queiroz, 2004):
Célcio (%) = L x (1/10.000) x (fator de diluicdo/peso da amostra)

Onde:
L: leitura média (ppm);
Fator de diluicdo: balbes volumétricos (mL) utilizados no preparo da amostra e
quantidade da solugao mineral utilizada (mL);
Peso da amostra: peso da amostra seca (g).

3.3.5 Leiturade fosforo

Para leitura de fésforo primeiramente foram preparadas solugbes de
molibdato de aménio, vitamina C e Padrédo de fosforo. Posteriormente foi preparada
a curva de calibragéo para entao proceder-se a leitura das amostras.

3.3.5.1 Solucao &cida de molibdato de aménio

Em um béquer de 500 mL, pesou-se 1 g de carbonato de bismuto e, neste

foram adicionados 200 mL de agua destilada. Apds, foram acrescentados 138 mL de
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H,SO, (acido sulfarico concentrado). A solucdo foi deixada em temperatura
ambiente, até o resfriamento completo. Em um segundo béquer foram pesados 20 g
de molibdato de amoénio e adicionados 150 mL de agua destilada, sendo a solucéo
homogeneizada até dissolucdo completa do sal. Apds, as duas solucbes foram
reunidas em baldo volumétrico de 1000 mL, sendo o volume foi completo com agua

destilada e a solugdo homogeneizada por 20 vezes, estando pronta para 0 uso.

3.3.5.2 Solucéo de vitamina C 2 %

Foram pesados 2 g de acido ascorbico (C,H40,Cl3) e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL. Em virtude da foto sensibilidade da vitamina C, a pesagem,
o preparo da solucéo e a leitura das amostras para fosforo foi realizada em sala com
as luzes apagadas, obtendo-se somente a luminosidade da sala ao lado, visando
manter a integridade da solucdo de Vitamina C. Ap0s a pesagem da vitamina,
anotava-se o0 horario e a partir desse momento, contava-se uma hora. Apos esse

periodo a solucéo era descartada e preparada nova solucéo.

3.3.5.3 Solucéo padrédo de fésforo

Foram pesados 4,39 g de KH,PO, (fosfato monobasico de potassio) em 1L de
agua destilada, homogeneizadas por 20 vezes, obtendo-se uma solucdo com 1000
ppm de fosforo (solucdo de estoque). Uma aliquota de 10 mL dessa solucao, foi
transferida para um baldo volumétrico de 1 L, o qual foi completo com agua destilada
e homogeneizado da mesma forma, obtendo-se uma solucdo com 10 ppm de fosforo

(solucao de trabalho).

3.3.5.4 Curva padrao

A curva padrao foi preparada em seis baldes volumétricos de 100 mL,
adicionando-se aliquotas de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 mL da solugéo de 10 ppm de fésforo,
em cada bal&o, correspondendo as concentragdes de 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 ppm de
foésforo. Em cada baldo foram adicionados 10 mL de solugéo acida de molibdato de
amonio. Os balbes foram completos até 2/3 de sua capacidade com agua destilada.

Apoés, adicionou-se 4 mL de vitamina C em cada baldo, finalizando com o
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preenchimento de seus volumes com agua destilada. Os baldes foram
homogeneizados e, decorridos 5 minutos foram realizadas as leituras de

absorbancias.

3.3.5.5 Leitura de amostras

Para leitura das amostras foram adicionados 0,4 mL da solucdo mineral
previamente preparada em baldes volumétricos de 100 mL. Nestes, foram
adicionados molibdato de aménio, vitamina C e agua destilada seguindo o0 mesmo
procedimento descrito anteriormente no preparo da curva padréo. Decorridos cinco
minutos, a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro colorimétrico digital Kasuaki® a
725 nm de comprimento de onda, onde foram registradas as absorbancias de cada
amostra. Todas as amostras foram lidas em duplicata, sendo considerado o valor

médio entre as duas leituras.

3.3.5.6 Célculo do teor de fésforo (%)

A porcentagem de fosforo nas amostras foi calculada através da seguinte
férmula (Silva; Queiroz, 2004):
Foésforo (%) = [(Curva/ Absorbéancia) x L] x (1/10.000) x (fator de diluicAo/peso da
amostra)
Onde:
Curva/ absorbancia: ponto da curva preparada dividido por sua respectiva leitura de
absorbancia
L: leitura média da amostra (absorbancia);
Fator de diluicdo: baldes volumétricos (mL) utilizados no preparo da amostra e
quantidade da solu¢ao mineral utilizada (mL);

Peso da amostra: peso da amostra seca (g).

3.3.6 Cinzainsoluvel em éacido

Utilizou-se a metodologia descrita por Joslyn (1970). Pesou-se

aproximadamente 1 g de amostra em cadinhos previamente lavados, secos em
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estufa e resfriados em dessecador. As amostras foram levadas para mufla para
queima através de programa descrito anteriormente (item 3.3.2).

Apoés a obtencao de cinzas, os cadinhos foram resfriados e nestes adicionou-
se 25 mL de HCI 10 %. Os cadinhos com as amostras preparadas foram colocados
em chapa quente e fervidos por 5 minutos. Apos este procedimento, o material foi
filtrado (papel filtro quantitativo de faixa branca - filtracdo média - Unifil®). Todo o
residuo presente nos cadinhos foi vertido no papel filtro utilizando-se agua destilada
aguecida (aproximadamente 95 °C).

Finda a filtracdo, o filtro com a amostra foi removido e retornado ao cadinho
correspondente a amostra, e este por sua vez, foi conduzido a estufa a 105 °C por
18 horas para secagem da amostra. Decorrido este periodo, os cadinhos retornaram
a mufla repetindo-se o mesmo procedimento de queima para obtencdo de cinzas.
Apds, os cadinhos foram resfriados em dessecador e pesados, obtendo-se o valor

de cinza insolavel em acido.
3.4 COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE E BALANCO MINERAL

Os dados obtidos foram utilizados nas equac¢des adaptadas por Jongbloed e
Kemme (1990) e Rostagno e Featherston (1977) para céalculo dos coeficientes de
digestibilidade aparente e verdadeira dos minerais calcio e fosforo, para os
diferentes métodos de coleta.
3.4.1 Método de coleta total de excretas

Através do método de coleta total das excretas foram aferidos:
a) Coeficiente de digestibilidade da matéria seca (CDMS):

CDMS (%) = [MS ing (g) — MS exc (g)] / [MS ing (g)] x 100

Onde: ing = ingerido; exc = excretado

b) Coeficiente de digestibilidade da matéria mineral (CDMM):
CDMM (%) = [MM ing (g) — MM exc (g)] / [MM ing (g)] x 100
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d)

f)

9)

h)

)

k)

Calcio ou fésforo ingerido diario por ave:
Ca/P ing (g/ave/dia) = consumo (g/ MS/ ave) x Ca/P dieta (%)

Célcio ou fésforo excretado diario por ave:

Ca/P exc (g/avel/dia) = excrecéo (g/ MS/ ave) x Ca/P excretas (%)

Célcio ou fésforo excretado por quilograma de matéria seca ingerida:

Ca/P exc (g/kg MS ing) = excrecéao (g/ MS/ ave) x Ca/P excretas (%)

Calcio ou fésforo excretado em porcentagem:
Cal/ P exc (%) = [Ca/P exc (g/ Kg/MS ing)] / [Ca/P ing (g) /kg/MS ing)] x 100

Célcio ou fésforo absorvido:
Ca/ P absorvido (mg) = Ca/P ing (mg/ave/dia) - Ca/P exc (mg/ave/dia)

Célcio ou fésforo retido:
Ca/ P retido (mg) = Ca/P absorvido (mg) — Ca/P enddégeno (mg /ave / dia)

Calcio ou fésforo retido em porcentagem:
Ca/ P retido (%) = Ca/P retido (mg/ave/dia) / Ca/P ing (mg/ave/dia) x 100

Calcio ou fésforo endogeno:
Ca/ P enddégeno (mg /ave / dia) = Ca/P enddgeno (g/ Kg/ MS ing) x consumo
(kg MS/ ave/ dia) x 1000
Onde: Ca/P enddégeno (g/ Kg/ MS ing) € obtido através do intercepto da

respectiva equacéao de regressao

Coeficiente de digestibilidade aparente Ca / P (CDA):
(CDA) (%) =[Ca/P ing (g) - Ca/P ex (g)] / [Ca/ P ingerido (g)] x 100

Coeficiente de digestibilidade verdadeiro Ca / P (CDV):
(CDV) (%) ={Ca/ P ing (g/Kg/ MS ing) — [Ca/ P exc (g/Kg/MS ing) - Ca/ P
endégeno (g)]} / [Ca/ P ing (g]) x 100
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3.4.2 Método de coletaileal da digesta

Através do método de coleta ileal da digesta foram aferidos os coeficientes de
digestibilidade aparente, verdadeiro e as perdas enddgenas de calcio e fosforo,
seguindo a metodologia descrita por Fan et al. (2001) e Shen et al. (2002). As

formulas encontram-se descritas abaixo.

a) Fator de indigestibilidade (FI):
(FI) = % CAl dieta / % CAI digesta
Onde: CAIl = Cinza insoltuvel em acido

b) Coeficiente de digestibilidade ileal aparente do calcio ou fésforo (CDIA):
CDIA (%) = [% Ca/P dieta - (% Ca/P digesta x FI)] / (% Ca/P dieta) x 100

C) Coeficiente de digestibilidade ileal verdadeiro do célcio ou fésforo (CDIV):
CDIV (%) = CDIA (%) + [Ca/P enddgeno / Ca/P dieta (g/kg/MS)] x 100
Onde: Ca/P enddgeno (g/ Kg/ MS ing) é obtido através do intercepto da
respectiva equacéo de regressao

d) Célcio ou fésforo ileal endégeno:
Ca/ P ileal enddogeno (mg/kg/MS) = [CDIV (%) — CDIA (%)] x Ca/P dieta
(9/kg/MS)
Onde: CDIV ¢é obtido através da inclinagdo da respectiva equacao de

regressao

3.5 ANALISE ESTATISTICA

3.5.1 Ensaio Bentonita

O experimento foi executado seguindo o delineamento inteiramente casualizado,
com trés niveis de bentonita e oito repeticdes. Os resultados foram analisados
utilizando o PROC GLM (General Linear Model) do programa estatistico SAS (SAS
Institute Inc., 2002). Os dados foram inicialmente testados quanto a normalidade

através do Teste de Shapiro-Wilk. Apds, foram submetidos a analise de variancia,
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considerando-se o nivel de significancia de 5 %, e as médias testadas através de

contrastes lineares.

3.5.2 Ensaio Digestibilidade

O experimento foi executado seguindo o delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 2, com quatro niveis dos minerais calcio e fosforo
e dois niveis de bentonita, com seis repeticdes por tratamento. Os dados foram
inicialmente testados quanto a normalidade através do Teste de Shapiro-Wilk. As
médias foram submetidas a analise de variancia utilizando o PROC GLM (General
Linear Model) do programa estatistico SAS (SAS Institute Inc., 2002).

As perdas enddgenas foram determinadas a partir da analise de regressao,
através do procedimento REG para estimar inclinagéo e intercepto. A técnica infere
no estabelecimento de relagdes lineares entre o mineral eliminado (na digesta ileal
ou nas excretas) e o consumido na dieta (Fan et al., 2001). A variavel dependente foi
o mineral em estudo (calcio ou fésforo) digerido, expresso em gramas por
quilograma de matéria seca, e a variavel independente o mineral (calcio ou fésforo)
dietético (g / kg de MS). Uma vez observada a relacdo linear entre 0s niveis
crescentes de mineral consumido e digerido, a inclinacdo da curva de regresséo
representa a estimativa para digestibilidade verdadeira do mineral em estudo, e o
intercepto representa a estimativa de perda endégena do mineral (g / kg MS) (Fan et
al., 2001; Gonzalez-Vega et al., 2013).

Os dados foram submetidos a analise de contrastes polinomiais ortogonais
para avaliar possiveis efeitos lineares ou quadraticos dos niveis de calcio e fosforo
sobre as diferentes variaveis testadas.

A comparagdo entre coleta total e ileal para digestibilidade verdadeira e
perdas enddgenas foi realizada através dos contrastes das respectivas curvas de
regressodes lineares, contrastando-se 0s interceptos e as inclinacdes, seguindo os
procedimentos das hipéteses 2 e 3 descritos por Zarnoch (2009).

O procedimento LSMEANS foi utilizado para calcular os valores médios e o
nivel de significancia de 5 % foi considerado ao se determinar diferengas entre

médias de tratamentos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados dos ensaios denominados “Bentonita” e “Digestibilidade” serao
apresentados separadamente. Em ambos 0s ensaios as aves mantiveram-se

saudaveis e todas as coletas de amostras para anélises puderam ser realizadas.

4.1 ENSAIO BENTONITA

A inclusdo de bentonita na dieta de frangos de corte néo alterou (P>0,05) o
consumo de racéo, ganho de peso, peso vivo e conversdo alimentar, independente
da dose de inclusdo (0,25 ou 0,50 %), como descrito na Tabela 5. Outros autores
confirmam os resultados obtidos, alegando que os adsorventes ndo alteram o
desempenho zootécnico das aves, onde a inclusédo de 0,5 % de bentonita na dieta
nao afetou o consumo de racdo, ganho de peso e conversao alimentar de frangos de
corte criados até 42 dias de idade (Lopes et al., 2006), bem como a inclusédo de 0,3
% nao alterou nenhuma das variaveis de desempenho (Magnoli et al., 2011). Doses
mais elevadas (0,75 e 1,0 %) mantiveram inalteradas as variaveis de peso vivo e
consumo de racao de frangos de corte criados até cinco semanas de idade (Indresh
et al., 2013).

Tabela 5 — Peso médio inicial, consumo de racao, peso médio final, ganho de peso
médio diario e conversdo alimentar de frangos de corte recebendo dieta
sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e com inclusao de 0,25 ou 0,50 % de

bentonita.
Variaveis 0,0 vs 0,25 P 0,0 vs 0,50 P 0,25 vs 0,50 P (CO/Z/)
Peso médio 368vs371 NS 368 vs 372 NS 372 vs 372 NS |2,07
inicial(g)
Consumo 782vs80,1 NS | 782vs79,1 NS 80,1 vs 79,1 NS | 6,85
(g/aveldia)
Eﬁ:lo(g;ed'o 780vs 786 NS 780 vs 785 NS 786 vs 785 NS | 2,89
Ganhodepeso  ggq 0592 NS | 589vs590 NS | 592vs590 NS |4.24
médio diario (g)
Conversao 133vs1,35 NS | 1,33vs1,34 NS 1,35 vs 1,34 NS |5,30
alimentar (g/g)

Dados avaliados através de contrastes lineares.
P: probabilidade; CV: coeficiente de variacao.
NS: néo significativo (P>0,05).

Fonte: elaborada pela autora, 2016.



70

Discordando dos autores supracitados, a inclusédo de 1 % de bentonita na
dieta de frangos de corte resultou em menor consumo de ragédo (Khanedar; Vakili;
Zakizadeh, 2012). Os autores atribuem o resultado a natureza absortiva das
bentonitas e sua capacidade higroscoépica, a qual pode implicar em maior resisténcia
ao fluxo da digesta, afetando negativamente o consumo. Ja para Pasha et al. (2008)
a incluséo de 0,5 % de bentonita ndo alterou o consumo de racdo e a conversao
alimentar, porém o ganho de peso foi superior, possivelmente em virtude do maior
tempo de retencdo do alimento no intestino, submetendo os nutrientes a acéo
enzimatica por maior tempo.

Os niveis dos minerais séricos célcio, cloretos, ferro e magnésio (Tabela 6)
nao diferiram (P>0,05) entre as aves suplementadas ou ndo com bentonita na dieta.
Resultados semelhantes foram encontrados por Franciscato et al. (2006), que
verificaram que as doses isoladas de 0,3 e 0,5 % de bentonita, na dieta de frangos
de corte, ndo séo capazes de alterar os niveis de célcio e magnésio.

No entanto, os niveis de fosforo das aves que receberam 0,5 % de bentonita
na dieta foram inferiores (P<0,05) as aves que nao receberam o adsorvente, o que
pode ser ocasionado pela capacidade da bentonita em adsorver minerais em nivel
intestinal, diminuindo sua disponibilidade para absorcao.

Tabela 6 - Niveis dos minerais séricos calcio, cloretos, ferro, fosforo e magnésio de
frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e
com incluséo de 0,25 ou 0,50 % de bentonita.

Variaveis 0,0 vs 0,25 P 0,0 vs 0,50 P 0.25vs 0,50 i (nyll)
Célcio

5,29 vs 5,10 NS 5,29 vs 5,04 NS 5,10 vs 5,04 NS | 9,49
(mg/dL)
Cloretos 100 vs 101 NS 101 vs 102 NS 101 vs 102 NS | 1,32
(mEqg/L)
Ferro 109 vs 102 NS 109 vs 116 NS 102 vs 116 NS | 18,2
(ng/dL)
Fosforo 667vs637 NS | 6,67vs6,28 * 6,37vs628 NS | 530
(mg/dL)
Magnesio  216vs217 NS | 216vs219 NS | 217vs219 NS | 537
(mg/dL)

Dados avaliados através de contrastes lineares.
P: probabilidade; CV: coeficiente de variacao.
NS: néo significativo (P>0,05); *: P<0,05.

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

Os resultados obtidos corroboram parcialmente aqueles encontrados por
Eraslan et al. (2005), os quais verificaram que as doses de 0,25 e 0,50 % de

bentonita na dieta diminuem os niveis séricos de calcio e fésforo de frangos de
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corte, aos 15 dias de idade, sem alterar os niveis de sédio, potassio e cloro. Os
autores sugerem que o adsorvente possa se ligar irreversivelmente ao calcio e
fésforo, inibindo sua absorcdo no trato gastrointestinal. No mesmo experimento,
demonstraram que as aflatoxinas reduzem os niveis dos minerais séricos calcio e
fésforo e que, a inclusdo de bentonita, nas doses de 0,25 ou 0,50 %, causou o
mesmo efeito redutivo, sé que em propor¢cdo menor. Dietas deficientes em fosforo
para frangos de corte, que impliquem no aparecimento de hipofosfatemia, podem
induzir a reducéo da liberacdo do hormonio do crescimento e da triiodotironina, além
de reduzir a porcentagem de cinzas nas tibias (Parmer et al., 1987). Os resultados
do presente estudo indicam que a reducdo dos niveis de fosforo observada nas aves
gue receberam dieta com 0,5 % de bentonita ndo foi capaz de causar a condi¢cao
patolégica de hipofosfatemia, jA que esta € considerada apenas com niveis
sanguineos inferiores a 5 mg/dL (Schmidt et al., 2007).

Apesar de ndo terem sido observadas significativas nos niveis de célcio,
pode-se ressaltar que, em relagcdo ao tratamento sem inclusdo de bentonita, os
valores caem gradativamente nas dietas com 0,25 e 0,50 % do mineral. Baixo teor
plasmético de calcio aumenta a sintese de 1,25-dihidroxicolecalciferol [1,25(OH),D3],
desencadeando a secrecdo de PTH, que por sua vez aumenta a reabsorcéo renal
de célcio (Wideman, 1987). A reducdo nos valores sanguineos de calcio pode ser
extremamente maléfica, jA que o calcio plasmatico é utilizado nos processos de
coagulacédo sanguinea, permeabilidade de membrana, excitabilidade neuromuscular,
transmissdo do impulso nervoso e ativacao de sistemas enzimaticos (Vieites et al.,
2011).

As analises sanguineas podem ser ferramentas apropriadas para a monitoria
das alteracbes sanitarias dos lotes, sendo validas para identificar quadros
subclinicos (Schmidt et al., 2007), quando as alteracdes ainda ndo foram vistas
sobre variaveis de desempenho, mas ja podem ser detectadas em nivel metabdlico,
situacdo essa que se aplica ao uso de aditivos anti-micotoxinas na dieta de frangos
de corte.

Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) nas variaveis de
peso do 0sso ao ar, volume dsseo, comprimento, largura, indice de Seedor e relagéo
calcio e fésforo de tibias das aves suplementadas com bentonita na dieta (Tabela 7).
No entanto, observou-se que a matéria mineral (%) e fésforo foram reduzidos

(P<0,05) com a inclusdo de 0,50 % de bentonita. Os dados de matéria mineral
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divergem dos obtidos por Khanedar; Vakili e Zakizadeh (2012), os quais néo
encontraram diferencas nas cinzas (45,8 %) das tibias de aves suplementadas com
atée 1,5 % de bentonita na dieta. Deve-se figurar que a manutencdo dos niveis
plasmaticos dos minerais € soberana sobre a mineralizacdo 6ssea, sendo assim,
uma vez que as concentracdes dos minerais no sangue sejam reduzidas, ocorrera a
mobilizacdo 6ssea a fim de manter a homeostase, ja que o0 0sso € um depdésito
dindmico de minerais (Araujo; Vieites; Souza, 2012). A porcentagem de cinzas nos
0ssos € empregada como medida correspondente a exigéncia de célcio e fésforo
(Vieira, 2008).

Tabela 7 - Variaveis 6sseas, teor de matéria mineral, calcio, fésforo e relagéo célcio /
fésforo de tibias de frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de
bentonita (0,0 %) e com inclusédo de 0,25 ou 0,50 % de bentonita.

P cv

(%)

3,98 vs 3,98 NS 3,98 vs 4,15 NS 3,98 vs 4,15 NS 9,21

Variaveis 0,0 vs 0,25 P 0,0 vs 0,50 P 0,25 vs 0,50

Peso do osso ao
ar (9)

Volume 6sseo 3,96 vs 4,24 NS 3,96 vs 4,13 NS 4,24 vs 4,13 NS 9,28
fn?m)p”memo 62,6vs63,6 NS | 626vs625 NS | 63,6vs625 NS | 2,38
Largura (mm) 5,75vs 5,94 NS 5,75 vs 5,97 NS 5,94 vs 5,97 NS 7,00

indice de Seedor 0,06 vs 0,06 NS 0,06 vs 0,06 NS 0,06 vs 0,06 NS 8,15

?é'/?)te”a mineral  433vs432 NS | 433vs415 = | 432vs4l5 = | 2,97

Matéria mineral (g) 0,31 vs 0,30 NS 0,31vs 0,28 * 0,30vs 0,28 NS 9,57

Célcio (%) 14,8 vs 14,6 NS 14,8 vs 13,9 * 14,6 vs 13,9 NS 6,19
Fésforo (%) 5,46 vs 5,35 NS 5,46 vs 5,00 *x 5,35vs 5,00 * 6,55
Relacdo Ca/P 2,71vs 2,73 NS 2,71vs 2,78 NS 2,73vs 2,78 NS 7,12

Dados avaliados através de contrastes lineares.

P: probabilidade; CV: coeficiente de variacao.

NS: néo significativo (P>0,05); *: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

A maioria dos trabalhos apresentam os resultados de cinzas &sseas
expressos em porcentagem, porém, Li et al. (2015) apresentam uma discussao
plausivel em relacdo aos pesos relativos e absolutos de cinzas 6sseas. Os autores
afirmam que a expresséo de peso das cinzas reflete a quantidade de mineral contida
no 0sso, a qual é afetada tanto pelo tamanho 6sseo quanto pela mineralizacao
O0ssea, podendo expressar melhor as quantidades de caélcio e fésforo depositados
Nos 0SS0S associadas a aves de maior peso e/ou tamanho 0sseo. JA a expressao
em porcentagem elimina as diferengcas entre pesos 0sseos observadas entre

tratamentos, sendo menos precisa para determinar os impactos dietéticos na
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mineralizacdo 6ssea. Com base no exposto, avaliou-se também o peso das cinzas
(g), constatando-se que a inclusdo de 0,5 % de bentonita na dieta foi capaz de
reduzir esta variavel (P<0,05), confirmando os dados obtidos em porcentagem,
fornecendo assim maior coesdo ao concluir-se que, as alteracbes no metabolismo
mineral causadas pela presengca da bentonita em nivel intestinal induzem a
mobilizagdo de minerais 6sseos.

O peso da matéria mineral dos ossos € um indicador de reservas minerais,
sendo diretamente afetado pela dieta, contudo também é influenciado pela medula,
cartilagem e periésteo (Field, 2000). Os principais ions que compdem a matriz
mineral éssea na forma de cristais de hidroxiapatita séo o fosfato e o calcio (Aradjo
et al., 2011) e, portanto, a mobilizacdo 6ssea desses minerais implicara diretamente
sobre o teor de cinzas 6sseas.

Presume-se que a menor absorcdo entérica do fésforo, causada pela
adsorcdo da bentonita, induz a reducdo nos niveis plasméticos do mineral e
consequentemente a mobilizacdo 0ssea, com o intuito de manter a fosfatemia.
Baixas concentracdes plasmaticas levam a sintese renal da forma ativa da Vitamina
D que, por sua vez, tende a aumentar a absorgao entérica e a reabsorcéo renal do
mineral, ao mesmo tempo em que a reabsorcdo éssea é induzida com o objetivo de
manter as concentracdes plasmaticas de fosforo em niveis normais
(ProszkowiecWeglarz; Angel, 2013). A reducédo no teor de fésforo afeta diretamente
o teor de cinzas Osseas, ja que embora o fosforo esteja presente em todos o0s
tecidos, seu principal estoque encontra-se nos 0ssos, que albergam
aproximadamente 85 % do fésforo total do organismo (Hamdi et al., 2015).

O teor de célcio também sofreu reducéo (P<0,05), porém somente na maior
dose testada (0,5 %). Apesar da diferenca no teor de calcio e fosforo das tibias das
aves testemunhas e das que ingeriram 0,5 % de bentonita ser de aproximadamente
1 e 0,5 % respectivamente, esta ja € capaz de alterar a mineralizacdo 0ssea,
reduzindo o teor de cinzas (Hamdi et al., 2015). Em virtude da alta exigéncia de
calcio € provavel que seus mecanismos reguladores sejam mais efetivos que 0s
demais minerais, buscando manter a homeostase, fato que se torna mais expressivo
nas linhagens modernas de aves de corte de crescimento rapido e alta deposicao
muscular, que exigem do sistema locomotor grande capacidade de sustentacdo
(Araujo et al., 2011). Além disso, nas primeiras fases de desenvolvimento as aves

apresentam maior necessidade de calcio para a mineralizacdo da cartilagem
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presente nos ossos (Driver et al., 2005). Um aporte mineral inadequado na fase de
crescimento de frangos de corte provoca um desequilibrio na homeostase mineral,
gue terd como consequéncia a calcificacdo anormal dos ossos (Muniz et al., 2007).
Sendo assim, na fase de crescimento de frangos de corte as exigéncias nutricionais
de calcio devem ser consideradas ndo somente com base em variaveis de
desempenho, mas também de mineralizacdo 6ssea (Schoulten et al., 2003). Dietas
com baixa concentracdo de calcio ou fosforo podem reduzir a concentracdo de
cinzas 0sseas, porém a porcentagem de calcio nas cinzas se mantem constante em
aproximadamente 37% (Field, 2000).

Deve-se atentar ao fato de que a reducdo na matéria mineral Ossea
observada pode ndo estar relacionada somente a reducdo dos teores de célcio e
fésforo, mas também a outros minerais que podem estar envolvidos no processo de
adsorcdo a nivel intestinal pela bentonita, tendo sua absorcao limitada e, sofrendo
consequentemente a mobilizacdo 6ssea, haja vista a manutencdo da homeostase. A
inclusédo de 0,5 % de montmorilonita célcica na dieta de frangos de corte ndo alterou
os depositos de calcio, fésforo, cobre, ferro e zinco nos ossos, porém o contetdo de
manganés, chumbo e fldor foi diminuido (Desheng et al., 2005). Alguns autores
justificam as diferencas encontradas nos trabalhos pela diversidade dos
aluminossilicatos utilizados (Khanedar; Vakili; Zakizadeh, 2012).

Na avicultura industrial os problemas locomotores s&do frequentes e
responsaveis por grandes perdas econdmicas, além de atentarem contra o bem-
estar das aves. Sao mais recorrentes em machos, principalmente ao final da fase de
crescimento, sendo justificados pela alta deposicdo muscular, répido
desenvolvimento das aves, etc. Uma vez que transtornos esqueléticos sao
provocados por alteracbes no processo de crescimento e homeostase (Araujo;
Vieites; Souza, 2012), trabalhos futuros poderiam investigar a possivel correlacdo
entre desordens esqueléticas e a presenga de bentonita na dieta, ja que no presente
trabalho o adsorvente demonstrou contribuir para a piora da mineralizacdo 0ssea.

O indice de Seedor foi calculado ja que é um indicador de densidade Gssea,
guanto maior o seu valor, mais denso é o osso (Ebrahimi; Shariatmadari; Karimi
Torshizi, 2016). As alteracdes encontradas na concentracdo de minerais e a
auséncia de diferencas nas variaveis relacionadas a resisténcia a quebra sé&o
coerentes, ja que a resisténcia a quebra esta mais relacionada as concentractes de

proteinas colagenosas e nao colagenosas do que a concentracdo de minerais
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propriamente (Araujo et al., 2011). Este resultado j& foi confirmado por outros
autores que verificaram que, maiores teores de cinzas 6sseas e fosforo nas tibias de
frangos de corte em fase de crescimento ndo resultaram em maior resisténcia a
quebra (Runho et al.,, 2001), sendo que a desmineralizacdo Ossea deve ser

prologada para induzir a perda de resisténcia a quebra.

4.2 ENSAIO DIGESTIBILIDADE

A presenga de bentonita na inclusdo de 0,5 % n&o alterou (P>0,05) o
consumo de ragdo, peso meédio final, ganho de peso médio diario e conversédo
alimentar, sendo que estas variaveis também ndo foram influenciadas (P>0,05)
pelos diferentes niveis de minerais na dieta (Tabela 8). Ndo foram observadas
interag6es (P>0,05) entre a bentonita e 0s minerais. Os dados de peso médio inicial
demonstram que as aves foram distribuidas uniformemente com variagédo
insignificante entre os grupos, sendo a técnica recomendada por Sakomura e

Rostagno (2007) eficaz para a aleatorizacao de aves.

Tabela 8 - Peso médio inicial, consumo de racdo, peso médio final, ganho de peso
médio diario e conversdo alimentar de frangos de corte recebendo dieta
sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e com inclusédo de 0,50 % de bentonita,
em diferentes niveis de calcio e fosforo.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
. Nivel de Cae P em Nivel de Cae P em P
Variaveis relacéo & exigéncia (%) relacéo & exigéncia (%)
CV cCal Cal P x

90 80 70 60 90 80 70 60 o 5 Bent g
Pesomedio 461 355 353 356 | 354 354 356 357 [175| NS NS NS
inicial(g)
Consumo 776 793 774 718 | 771 792 761 768|348| NS NS NS
(g/aveldia)
Erfaslo(g;ed'o 750 757 737 754 | 737 742 739 739 |254| NS NS NS
Ganho de
peso médio 48,7 50,1 47,4 49,7 | 47,8 485 47,9 477|446 NS NS NS
diario (g)
conversao 140 1,38 143 137 | 1,41 143 138 141|442 NS NS NS
alimentar (g/g)

P: probabilidade; CV: coeficiente de variacao.
Ca: célcio; P: fésforo; Bent: bentonita.

NS: néo significativo (P>0,05).

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

Os resultados encontrados confirmam os dados obtidos no ensaio anterior.

As dietas diferiram apenas nos niveis dos minerais calcio e fosforo e na presenca ou
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auséncia da bentonita, e continham as mesmas quantidades dos principais
ingredientes (milho, farelo de soja e 6leo vegetal), eram isoproteicas (212 g/kg), com
pequenas diferencas nos niveis energéticos (3.017 a 3.068 kcal/kg), os quais séo
fatores reguladores do consumo pelas aves (Leeson; Caston; Summers, 1996). Nao
havendo diferencas expressivas capazes de alterar o consumo de ragao, tampouco

as demais variaveis alteraram-se.

42.1 Calcio

Os dados referentes a coleta total e ileal serdo apresentados separadamente.
Primeiramente serdo apresentados os dados em arranjo fatorial, seguidos pelas
regressdes do calcio ingerido sobre o calcio digerido, e apds, as analises de
contrastes polinomiais ortogonais. Por fim, serdo apresentados os dados de
contrastes entre os métodos de coleta total e ileal, para digestibilidade verdadeira e
perdas enddégenas. Os calculos foram apresentados com base nos dados

analisados.

421.1 Coleta total

O coeficiente de digestibilidade da matéria seca (CDMS) néo foi influenciado
(P>0,05) pelos niveis de calcio e fésforo na dieta, ou pela presenca da bentonita
(Tabela 9), sem interacbes entre os fatores (P>0,05). Os resultados podem ser
justificados pela similaridade de composicdo das dietas, conforme descrito
anteriormente.

Ja o coeficiente de digestibilidade da matéria mineral (CDMM) foi reduzido
tanto pelos niveis dos minerais (P<0,05) quanto pela presenca da bentonita
(P<0,01), sem interacdes (P>0,05) entre os fatores (Tabela 9). A diferenca no CDMM
em relacdo a reducédo dietética dos minerais era esperada em virtude da composi¢cao
das racbes. Porém, a diferenca em relacdo a bentonita indica que uma maior
guantidade de minerais da digesta € carreada no intestino, implicando em menor
absorcdo. Observa-se que a diferenca encontrada no CDMM, entre as dietas sem e
com a presenca da bentonita, é de 4,3 pontos percentuais. Isso ocorre em virtude da

alta capacidade de adsorcdo desses aditivos, 0s quais se ligam ndo somente as
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micotoxinas, mas também aos minerais (Eraslan et al., 2005), o que confirma a
hip6tese do presente estudo.

O consumo de calcio (Tabela 9) nao foi alterado pela bentonita (P>0,05),
somente pelos diferentes niveis dos minerais na dieta, com interacdo entre os
fatores (P<0,001). A excrecao (em g/ave/dia ou g/kg matéria seca ingerida) nao foi
influenciada (P>0,05) pela presenca do adsorvente, somente pelos niveis dos

minerais na dieta (P<0,001), sem interacdo entre os fatores (P>0,05).

Tabela 9 - Coeficientes de digestibilidade da matéria seca (CDMS) e mineral
(CDMM), balanco de célcio, coeficiente de digestibilidade aparente (CDA)
e verdadeiro (CDV) de célcio, para frangos de corte recebendo dieta sem
inclusdo de bentonita (0,0 %) e com incluséo de 0,50 % de bentonita, em
diferentes niveis de calcio e fosforo.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
. Nivel de Cae P em Nivel de Cae P em P
Variaveis relacdo & exigéncia (%) relacdo & exigéncia (%)
Cax
9 80 70 60 9 80 70 60 0 Ca Bent oo
CDMS (%) 741 715 720 714|721 71,7 715 713| 289 | NS NS NS
CDMM (%) 375 30,4 30,0 344|329 268 274 281| 159 x  x NS
E;%;Q)’e”do 060 052 046 038|056 054 045 037 | 301 | = NS =
Caexcretado 17 15 012 010|015 017 013 041| 230 | * NS NS
(g/aveldia)
Caexcretado 07 193 159 126|202 211 1,67 143| 220 | ** NS NS

(9/kg MS ing)

Caexcretado 574 288 27,1 258|273 303 290 287| 233 | NS NS NS

(%)

Caabsorvido o) 368 342 202 | 409 379 316 271 | 809 | * * NS
(mg/dia)

Caenddgeno )9 505 212 212|186 186 185 17.8| 259 x NS
(mg/aveldia)

Caretido 429 347 321 279 | 383 360 297 254 | 835 | *»+ * NS
(mg/aveldia)

Caretido (%) 72,1 67,1 704 713|682 662 668 674| 860 | NS NS NS
CDA (%) 730 71,2 750 742|730 697 701 740| 817 | NS NS NS
CDV (%) 766 752 797 797|759 731 752 789| 773 | NS NS NS

P: probabilidade; CV: coeficiente de variacao.

Ca: calcio; P: fosforo; Bent: bentonita.

NS: ndo significativo (P>0,05); *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

As diferencas de consumo e excrecdo em relacdo aos minerais eram
esperadas em virtude dos diferentes niveis dos minerais calcio e fésforo dietéticos,
necessarios para aplicar a técnica de regressao para estimativa de digestibilidade

verdadeira e perdas endégenas. E importante destacar que a alta variabilidade na
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excrecdo de calcio dificulta a rejeicdo da hipotese de nulidade. Apesar dos
resultados estatisticos conduzirem as conclusdes de uma pesquisa, h4 de se
considerar sempre o significado biologico das variaveis em questéao (Paes, 1998).

A adsorcdo dos minerais pela bentonita ao longo do trato gastrointestinal
pode estar relacionada ao carater anfotero dos argilo-minerais, ja que os sitios ativos
de ligacdo nas arestas mudam suas cargas em fung¢édo do pH do meio, podendo
haver maior adsorcdo ou dessorcdo (Duarte-Neto et al., 2014). Com base nho
exposto € importante frisar que a bentonita apresenta uma pequena quantidade de
calcio em sua composi¢cdo, a qual pode ser variavel dependendo da rocha de
origem, sendo que variagdbes no pH do meio podem provocar adsor¢cdo ou
dessorcdo do elemento, contribuindo para a maior variacdo na excrecao do mineral.
Entretanto, esta é uma hipétese ainda a ser estudada.

O célcio absorvido, enddogeno e retido foram reduzidos (P<0,05) pela
presenca da bentonita e pela reducdo dietética dos minerais, sem interacdes entre
os fatores (P>0,05). Os dados de retencdo de célcio refletem diretamente o efeito
das perdas enddgenas estimadas (Gonzalez-Vega et al., 2013). Ponderando-se o0s
resultados do fator principal verifica-se reducdo na absorcdo de calcio de 5,23 % na
presenca do adsorvente. O calcio retido e o endogeno também foram reduzidos
(P<0,05) pela presenca da bentonita na dieta.

A absorcdo mineral depende da capacidade dos elementos de se ligar as
proteinas transportadoras de membrana do enterécito, sendo que para iSSo 0
mineral precisa estar em sua forma solubilizada, disponivel para a ligacdo. Reacbes
quimicas entre o metal presente na dieta e qualquer outro componente dietético
estdo diretamente relacionadas ao grau de absorcdo do mineral (Vieira, 2008). A
menor absorcao e retencdo de calcio indica que uma quantidade do mineral pode
estar sendo adsorvida a estrutura da bentonita, estando indisponivel para a
absorcdo. Verifica-se que a apesar da absorcdo ser menor na presenca da
bentonita, os valores de excrecdo mantiveram-se inalterados.

As argilas do grupo das bentonitas apresentam alta capacidade de troca de
cations e possuem deficiéncias de cargas positivas em sua estrutura, em virtude de
substituicbes isomorficas, 0 que gera um excesso de cargas negativas em sua
estrutura, sendo essas cargas contrabalanceadas por cations alcalinos ou alcalinos
terrosos como sodio, potassio, calcio e magnésio (Teixeira-Neto; Teixeira-Neto,

2009). Sendo assim, o calcio € um elemento naturalmente potencial para adsor¢cao
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na estrutura da bentonita, o que consequentemente diminuira sua disponibilidade
para absorcgéo.

As demais variaveis, tais como calcio excretado (%), calcio retido (%) nao
foram influenciadas (P>0,05) pelos niveis de minerais ou pela presenca do
adsorvente. O crescente interesse nos estudos da digestibilidade do fésforo exige a
determinacdo da digestibilidade do célcio em virtude da relacdo associada no
metabolismo dos dois minerais (Anwar, 2016), ja que a concentracdo de um mineral
afeta a disponibilidade do outro, podendo reduzir a absorcdo de ambos através da
formacdo de complexos insolaveis (Al-Masri, 1995; Runho et al. 2001). Niveis
elevados de célcio em relacdo ao fésforo induzem a hipofosfatemia (Ansar et al.,
2004). Em virtude disso, no presente trabalho as dietas foram formuladas reduzindo-
se simultaneamente ambos minerais, na mesma propor¢cdo, permitindo que a
relacdo Ca:P nas dietas fossem semelhantes. Outros autores que avaliaram a
digestibilidade desses minerais adotaram a manutencéao da relacdo Ca:P constante
(Shastak et al., 2012; Mutucumarana et al., 2014).

Os valores de digestibilidade aparente (73,3 e 71,8 %) ou verdadeira (77,8 e
75,8) das dietas sem e com bentonita, respectivamente ndo apresentaram
diferencas significativas (P>0,05), resultados justificados pela similaridade de
consumo e excrecdo das aves. Os resultados de digestibilidade assemelham-se aos
encontrados para suinos, onde doses de até 0,5 % de bentonita na dieta néo
alteraram a digestibilidade aparente do célcio, magnésio, zinco, cobre e manganés
(Lehnen et al., 2011).

Efeitos da bentonita sobre os minerais também tem sido investigados em
outras espécies animais. Em ratos, observou-se que a presenca da bentonita como
aditivo alimentar pode reduzir a retencéo de célcio, sugerindo uma menor captacao
do mineral em nivel gastrointestinal (Grosicki; Kowalski; Bik, 2004). Os mesmos
autores atentam para a possibilidade da presenca da bentonita na dieta tornar os
minerais tracos marginais ou insuficientes.

Khanedar, Vakili e Zakizadeh (2012) afirmam que a bentonita com cargas em
equilibrio ndo reage com ingredientes alimentares e atua como material inerte
devido ao pH neutro ou ligeiramente alcalino. Porém, sabe-se que o processo de
adsorcdo atravées da formacéo de sitios ativos ocorre em virtude das substituicées
isomorficas e das interagBes das arestas. As substituicées isomorficas ocorrem pela

troca de fons Si** por AlI** ou AI** por Mg*™ (podendo ser também Fe*? ou Fe*3),
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provocando um déficit de cargas positivas, o qual serd compensado pela adsor¢éo
eletrostatica de cétions. As interacdes nas arestas ocorrem através de protonacgéo
ou desprotonacao, fazendo com os atomos possam ter a capacidade de ligacédo a
compostos organicos ou inorganicos (Duarte-Neto et al., 2014).

As funcdes criticas desempenhadas pelos minerais célcio e fosforo sao
mantidas através de mecanismos fisiologicos de secrecdo, excrecao e reabsorcao
(Ansar et al., 2004). Assim, uma vez que a bentonita adsorva o calcio no intestino
impedindo sua absorcao, podera ocorrer a liberacdo de paratorménio, o qual induz a
mobilizagdo de calcio ésseo objetivando manter a calcemia. Ainda sob efeito
hormonal, os rins reduzem a excrecdo de calcio através do aumento da reabsor¢cao
tubular, o que pode justificar a auséncia de diferencas estatisticas sobre a excrecéo
do elemento mineral. Os rins funcionam como valvulas de seguranca, operando em
uma base minuto a minuto para excretar o calcio e fésforo em excesso ou conserva-
los no organismo das aves, quando sao necessarios para processos fisiolégicos ou
reabastecimento mineral ésseo, sendo a capacidade excretora de célcio e fésforo
modificada por hormonios e nutricdo (Wideman, 1987).

A hipétese acima citada € sustentada pelos dados do ensaio anterior, que
demonstrou que a adicdo de 0,5 % de bentonita na dieta ndo altera os niveis
sanguineos de calcio, porém implica em menor deposicdo 6ssea do mineral. A
extrapolacdo de dados entre ensaios é possivel ja que a relacdo Ca:P foi mantida
semelhante entre eles, e esta € uma variavel que desempenha grande influéncia
sobre o conteudo de minerais no organismo de animais em crescimento,
principalmente nos ossos (Al-Masri, 1995).

O paratormbnio estimula a sintese de hidroxilases nos rins, aumentando a
producado de 1,25 (OH),D3. Este metabdlito alcanca a mucosa intestinal e provoca o
aumento na absorcdo de Ca®" no intestino, estimula a reabsorcédo éssea, reduz a
excrecdo renal de célcio e induz a sintese de proteinas ligadoras de calcio nos
enterdcitos (Pelicia et al., 2009). ApGs a paratireoidectomia, autores demonstraram
que a excrecdo de célcio aumentou para aproximadamente 25% do célcio filtrado
nos rins (Wideman, 1987), enfatizando o controle das paratireoides sobre a
reabsorcdo do mineral.

Através da técnica de regressao a digestibilidade verdadeira foi determinada

em 68,8 e 67,8 % para as dietas sem e com bentonita, respectivamente (Tabela 10).
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As perdas enddgenas (Tabela 10) foram determinadas em 272 e 242 mg/kg de

matéria seca ingerida para as dietas sem e com bentonita, respectivamente.

Tabela 10 - Regresséo do célcio ingerido (g/kg MS) sobre o calcio total digerido
(g/kg MS), para frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de
bentonita (0,0 %) e com inclusdo de 0,50 % de bentonita, através do
meétodo de coleta total das excretas.

Equacdo de regressio Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
y =0,69 x + 0,27 y =0,68 x + 0,24
Inclinacio Erro padréo 0,06 0,08
P *k% * k%
Intercepto Erro padréo 0,41 0,55
P NS NS
Digestibilidade verdadeira estimada (%) 68,8 67,8
PE de Ca (mg/kg de MS ingerida) 272 242
Coeficiente de determinacgéo (R?) 0,84 0,74
Coeficiente de variacdo (%) 7,01 8,53

Regresséo do calcio ingerido (g/kg MS) sobre o célcio total digerido (g/kg MS) apresentou
comportamento linear (P<0,001).

P: probabilidade. NS: nao significativo; ***P<0,001.

PE: perdas end6genas.

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

As perdas endogenas podem ser determinadas através de dietas isentas do
mineral em estudo, técnica de diluicdo com a utilizacdo de is6topos marcados com
radioatividade e através da técnica de analise de regressdo (Fan et al., 2001). As
dietas isentas do mineral podem provocar alteracdes metabdlicas que nao exprimam
os valores endégenos reais, enquanto que a técnica de is6topos marcados €
onerosa, laboriosa e insalubre. Sendo assim, a técnica de andlise de regresséo foi
eleita como sendo a mais apropriada e, por isso escolhida na conducdo do
experimento.

Sado escassas as informacfes em relacdo as perdas enddgenas de calcio
para frangos de corte. Sabe-se que dietas isentas de célcio tendem a estimar
valores menores de perdas enddgenas (Anwar et al., 2016), o que pode conduzir a
interpretacdo de que, em situacfes onde haja menor disponibilidade do mineral as
perdas enddgenas tendem a ser reduzidas, o que é compativel com os resultados
encontrados no presente ensaio. Como a bentonita reduziu a absorcdo de calcio
pelas aves, o calcio endogeno pode estar sendo excretado em menor quantidade ou
reabsorvido com maior eficiéncia, ja que o organismo mobiliza seus eventos

fisiologicos para preservar o mineral em circulagdo (Adedokun; Adeola, 2013).
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O teor de célcio ingerido, absorvido e retido aumentou linearmente (P<0,001)
com o aumento dos niveis de calcio dietéticos (Tabela 11). Resultados semelhantes
foram encontrados para suinos (Gonzalez-Vega et al., 2013). O calcio excretado
expresso em g/ave/dia ou g/kg MS ingerida também apresentou aumento (P<0,01)
de acordo os crescentes niveis da dieta (Tabela 11). O CDMM apresentou
comportamento quadratico (P<0,05). Os resultados foram semelhantes para as
dietas sem e com a inclusdo de bentonita (Tabela 11), indicando que a presenca do

adsorvente na dieta ndo altera o padréo das variaveis.

Tabela 11 - Contrastes polinomiais ortogonais de coeficiente de digestibilidade da
matéria mineral (CDMM), balanco de célcio, coeficientes de digestibilidade
aparente (CDA) e verdadeiro (CDV) de célcio, para frangos de corte
recebendo dieta sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e com inclusao de
0,50 % de bentonita.

P

Variaveis Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %

L Q L Q
CDMM (%) NS * NS *
Ca ingerido (g/ave/dia) Hokk NS e b
Ca absorvido (mg/ave/dia) ok NS i NS
Ca retido (mg/ave/dia) Hokk NS e NS
Ca retido (%) NS NS NS NS
Ca excretado (g/ave/dia) Hohk NS o NS
Ca excretado (g/kg MS - * NS
ingerida) NS
Ca excretado (%) NS NS NS NS
CDA (%) NS NS NS NS
Ca enddgeno (mg/ave/dia) NS NS * NS
CDV (%) NS NS NS NS

P: probabilidade.

L: linear; Q: quadrético.

NS: néo significativo; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

Ja o célcio enddgeno (Tabela 11) aumentou linearmente de acordo com 0s
niveis dos minerais, na dieta com inclusdo de bentonita (P<0,05), o que corrobora a
explicagdo anterior, de que a maior disponibilidade de célcio implica em maior
excrecdo endogena. As demais variaveis ndo apresentaram significancia (P>0,05).

Hamdi et al. (2015) afirmam que o aumento do teor de calcio na dieta diminui
sua retencdo. No presente trabalho, observou-se comportamento linear crescente

dessa variavel, o que pode ser justificado pelo fato de que as dietas continham
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niveis abaixo da exigéncia e, por isso o aumento de célcio na dieta conduziu a sua

maior retencéo.

42.1.2 Coletaileal

Observou-se diferenca significativa (P<0,05) somente na digestibilidade ileal
verdadeira (Tabela 12), sendo esta inferior na presenca da bentonita. Os valores de
calcio ileal endogeno e digestibilidade ileal aparente (Tabela 12) ndo foram alterados

(P>0,05), bem como nao houveram interacdes entre as variaveis (P>0,05).

Tabela 12 - Coeficiente de digestibilidade ileal aparente (CDIA), ileal verdadeiro
(CDIV) e calcio ileal endégeno (CalE), para de frangos de corte
recebendo dieta sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e com inclusao de
0,50 % de bentonita, em diferentes niveis de calcio e fosforo.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
. Nivel de Cae P em Nivel de Cae P em P
Variaveis relacdo & exigéncia (%)  relacdo & exigéncia (%)
Cax
90 80 70 60 90 80 70 60 CV (%) Ca Bent Bent
CDIA (%) 58,0 56,0 52,8 48,7 |55,1 58,3 54,7 54,9 11,6 NS NS NS
Calk (mo/kg 1047 842 928 1102| 995 933 825 685 | 314 | NS NS NS
MS ingerida)
CDIV (%) 69,0 68,6 67,2 660|612 648 62,6 63,9 9,66 NS * NS

P: probabilidade; CV: coeficiente de variac¢ao.
Ca: calcio; P: fosforo; Bent: bentonita.

NS: néo significativo (P>0,05); *P < 0,05.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

by

Observando-se os valores relativos a presenca da bentonita em relacdo a
dieta sem adsorvente, verifica-se uma digestibilidade verdadeira menor em quase 5
pontos percentuais. Considerando-se que as perdas enddgenas até o ileo foram
semelhantes, verifica-se que a bentonita possa estar adsorvendo o calcio no
intestino delgado, provocando menor disponibilidade do mineral para absorcéo e,
consequentemente gerando aumento de sua quantidade na digesta ileal, o que é
refletido pelos dados de digestibilidade verdadeira. Ha de se chamar atencéo para a
diferenca de 5 pontos percentuais que aqui passa a ser mais pronunciada, ja que
nos seguimentos iniciais do intestino delgado ocorre a maior absorcao do calcio
(Adedokun; Adeola, 2013).

Verifica-se que o metabolismo mineral é alterado na presenca do adsorvente.

Assim, quantidades consideraveis de elementos minerais que chegam ao lumen
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intestinal podem estar em competicao por locais de ligacéo e transporte na mucosa,
ocorrendo uma perturbacdo nos processos de absorcéo (Grosicki; Kowalski; Bik,
2004).

A analise de regressédo estimou a digestibilidade verdadeira em 68,4 e 64,0 %
para as dietas sem e com bentonita, respectivamente (Tabela 13), sendo valores
muito préximos aos obtidos através do método de coleta total das excretas, através

da técnica de regressao.

Tabela 13 - Regresséo do calcio ingerido (g/kg MS) sobre o calcio digerido (g/kg
MS), para frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de bentonita
(0,0 %) e com inclusdo de 0,50 % de bentonita, através do método de
coleta ileal da digesta.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
Equacéao de regressao y=0,68 x—0,83 y=0,64x-0,44
Inclinacio Erro padrao 0,08 0,12
P *k% *k%
Intercepto Erro padrao 0,52 0,72
P NS NS
Digestibilidade verdadeira estimada (%) 68,4 64,0
PE de Ca (mg/kg de MS ingerida) 831 437
Coeficiente de determinacgéo (R?) 0,78 0,64
Coeficiente de variacdo (%) 11,5 13,6

Regresséo do calcio ingerido (g/kg MS) sobre o célcio digerido (g/kg MS) apresentou
comportamento linear (P < 0,001).

P: probabilidade. NS: n&o significativo; ***P < 0,001.

PE: perdas enddgenas.

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

As perdas enddgenas (Tabela 13) foram estimadas em 831 e 437 mg de
calcio por quilograma de matéria seca ingerida, nas dietas sem e com inclusédo de
bentonita, respectivamente. As perdas endogenas ileais de calcio foram
determinadas em 88 + 21 mg/kg de matéria seca ingerida com base em dietas
isentas de célcio e fosforo (Anwar et al., 2016).

Observa-se que os valores obtidos no presente trabalho sdo muito superiores
aos encontrados por estes pesquisadores, porém metodologias diferentes devem
ser atentamente consideradas ao se comparar resultados de ensaios. Anwar et al.
(2016) afirmam que fragdes enddgenas de calcio podem ser reabsorvidas com maior
eficiéncia em dietas isentas do mineral, levando a estimativas aquém dos valores

reais.
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Sabe-se que para fosforo, as perdas endbégenas podem ter estimativas
diferentes de acordo com a técnica utilizada, o que se acredita ser valido também
para calcio (Gonzalez-Vega et al., 2013).

A digestibilidade aparente (Tabela 14) aumentou linearmente (P<0,05) de
acordo com os niveis de calcio para dietas sem bentonita. Para as demais variaveis

nao houve significancia (P>0,05).

Tabela 14 - Contrastes polinomiais ortogonais de coeficientes de digestibilidade ileal
aparente (CDIA), ileal verdadeiro (CDIV) e calcio ileal endégeno (CalE),
para de frangos de corte recebendo dieta sem incluséo de bentonita (0,0
%) e com inclusdo de 0,50 % de bentonita.

P
A Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
Variaveis ’
L Q L Q
CDIA (%) * NS NS NS
CalE (mg/kg de MS ingerida) NS NS NS NS
CDIV (%) NS NS NS NS

P: probabilidade.

L: linear; Q: quadratico.

NS: néo significativo; *P < 0,05.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

4.2.1.3 Comparagao entre coleta total e coleta ileal

Os Gréficos 1 e 2 apresentam 0s contrastes das curvas regressao obtidas
através dos métodos de coleta total e ileal e, portanto, comparam as digestibilidades
verdadeiras e as perdas enddgenas por meio dos valores de inclinacéo e intercepto,
respectivamente.

Os resultados nédo diferem (P>0,05) entre os valores de digestibilidade
verdadeira (A), independente da inclusdo da bentonita, o que reflete a pequena
importancia do intestino grosso das aves na absorcao do calcio exdégeno, ratificando
a informacéo de que a maior parte do calcio € absorvido no intestino delgado pelas
aves.

No entanto, verificou-se claramente que as perdas enddgenas (B) séao
maiores (P<0,05) no intestino delgado. Sendo assim, o intestino grosso parece
desempenhar um importante papel na absor¢do do calcio enddégeno anteriormente

excretado.
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Grafico 1 - Digestibilidade verdadeira e perdas endogenas de calcio estimadas
atravées dos métodos de coleta total das excretas e coleta ileal da
digesta, de aves alimentadas com dieta sem a inclusédo de bentonita.

Digestibilidade verdadeira (%) Perdas enddgenas

70 (mg/kg MS ingerida) B
1000

69 a

08 800

67

66 600

65 400 o

o 200

63

62 0

lleal lleal Total

Dados avaliados através de contrastes das equacdes y = 0,68 x — 0,83 vs y = 0,69 x + 0,27.
Digestibilidade verdadeira P>0,05. Perdas enddgenas P<0,05.
Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Grafico 2 - Digestibilidade verdadeira e perdas endogenas de calcio estimadas
atravées dos métodos de coleta total das excretas e coleta ileal da
digesta, de aves alimentadas com dieta com inclusdo de 0,5 % de

bentonita.
Digestibilidade verdadeira (%) Perdas end6genas
20 (mg/kg MS ingerida) B
500
65 450 a
400
60 350
55 300 b
250
50 200
lleal lleal Total

Dados avaliados através de contrastes das equacbes 'y = 0,64 x — 0,44 vs y = 0,68 x + 0,24.
Digestibilidade verdadeira P>0,05. Perdas enddgenas P<0,05.
Fonte: elaborado pela autora, 2016.

4.2.2 Fosforo

Os dados serédo dispostos em apresentacdo semelhante ao descrito para
calcio, sendo primeiramente os dados de coleta total, seguidos pelos dados de
coleta ileal e por fim o contraste entre os métodos, para digestibilidade verdadeira e

perdas endégenas.
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As diferentes fontes de fésforo na dieta interferem diretamente em sua
disponibilidade, em virtude disso, as dietas foram formuladas para que contivessem
as mesmas quantidades dos principais ingredientes, evitando que diferencas na
digestibilidade pudessem estar relacionadas a maior ou menor disponibilidade de
fésforo, ja que se sabe, por exemplo, que o fosforo fitico presente no farelo de soja
pode ser mais susceptivel a hidrolise do que o encontrado no milho (Leytem et al.,
2008). As alteracdes na relacdo Ca:P podem afetar a digestibilidade do fésforo e
alterar o pH de seguimentos do tratamento gastrointestinal como a moela (Amerah
et al., 2014) e por isso, no presente estudo, as dietas foram formuladas para que
apresentassem a relagdo Ca:P semelhante. Além disso, alguns autores
demonstraram que a digestibilidade pré-cecal do fésforo do farelo de soja pode ser
diminuida com o aumento da relacdo Ca:P (Liu; Chen; Adeola, 2013). Os mesmos
autores afirmam que a retencao néo foi alterada quando a relacao Ca:P variou entre
0,8 e 2,0.

4221 Coleta total

Observou-se que a ingestao de fésforo (Tabela 15) foi afetada (P<0,05) pelos
niveis dos minerais na dieta, sem efeitos da bentonita (P>0,05), resultado este
esperado em virtude da composicao das dietas.

A excrecéo de fosforo (em g/ave/dia ou g/kg de MS ingerida ou %) aumentou
(P<0,05) pela presenca do adsorvente na dieta e a medida que os niveis de fésforo
foram aumentados nas dietas (em g/ave/dia ou g/kg de MS ingerida), sem interacdes
entre os fatores (P>0,05). A excrecdo de fésforo € afetada principalmente pela
absorcao intestinal e reabsorcéo renal (Ren et al., 2016). Rodehutscord et al. (2012)
sugerem que a excrecao urinaria de fosforo é muito baixa e que nao é afetada pela
ingestdo quando as aves recebem dietas com niveis de fosforo abaixo da exigéncia.
JA Wideman (1987) afirma que a excrecdo urinaria de fosforo pelas aves é
extremamente varidvel;, dependendo do momento fisiolégico (reabsor¢cdo ou
secrecdo). Sendo assim, no presente trabalho presume-se que o principal controle
sobre a excrecao do fosforo foi entérico.

Sabe-se que o fésforo encontrado nas excretas pode originar-se de ingestao
dietética ndo digerida, da segregacéo ou desprendimento do trato digestivo anterior

ao ileo distal, da eliminac&o do ceco ou colon, da excrecao endégena e da excrecao
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urinéria (Dilger; Adeola, 2006; Mutucumarana et al., 2014) e, além destes hd uma
parcela presa nas moléculas de bentonita que serdo carreadas para 0 meio externo.

O fésforo presente nas excretas utilizadas como fertilizante na agricultura
pode acarretar em efeitos maléficos ao meio ambiente, como acumulo nos solos e
eutrofizacdo, pela presenca excessiva do mineral (Delezie et al., 2015; Li et al.,
2015). Em virtude disso, qualquer aditivo que tenha a capacidade de adsorver o
fésforo deve ser cuidadosamente administrado, levando-se em consideracdao doses
e sua real necessidade, ja que além de diminuir a disponibilidade de um mineral

oneroso nas formulac¢des, pode também prejudicar o meio ambiente.

Tabela 15 - Balanco de fésforo, coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) e
verdadeiro (CDV) de fésforo, para frangos de corte recebendo dieta sem
inclusdo de bentonita (0,0 %) e com incluséo de 0,50 % de bentonita, em
diferentes niveis de calcio e fosforo.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
o Nivel de Cae P em Nivel de Cae P em P
Variaveis relacdo & exigéncia (%)  relacédo a exigéncia (%)
P x
9 80 70 60 90 80 70 60 0 P Bent g
Z}}g%‘;”do 047 043 039 032|045 043 040 031 | 293 | = NS *=
P excretado 018 019 015 0,13 |021 020 016 015| 141 | = * NS
(g/aveldia)
P excretado 230 248 198 163|270 256 211 203| 132 | = = NS

(g/kg MS ing)
P excretado (%) 38,7 44,4 39,7 40,7 | 46,1 46,8 405 485 | 132 NS * NS

P absorvido 200 240 234 187 | 240 229 240 161 | 9,70 | ** = NS
(mg/dia)

Pendogeno 553 338 34,2 350|478 498 487 468| 297 | NS e x
(mg/aveldia)

P retido 255 206 200 141 |202 192 191 116 | 8,94 | wx  mx o«
(mg/dia)

P retido (%) 53,9 47,8 515 44,4 |455 443 474 369 | 9,64 | ¥ xx NS
CDA (%) 61,3 55,6 60,3 59,3 |539 532 595 515| 100 | NS * NS
CDV (%) 69,1 635 69,1 663|637 638 679 624 | 655 * NS NS

P: probabilidade; CV: coeficiente de variacao.

Ca: calcio; P: fosforo; Bent: bentonita.

NS: néo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

Concordando com a maior excregao, verifica-se que a absorcao e retengéo de
fésforo (em mg/dia ou %) também foram reduzidas (P<0,05) tanto pela presenca do
adsorvente quanto pelos niveis de minerais na dieta (Tabela 15). Os transportadores
de fosfato no intestino das aves séo regulados pela Vitamina D e pela concentragao

de fésforo no limen intestinal. Partindo-se da premissa de que a bentonita adsorva o



89

fésforo e consequentemente diminua sua disponibilidade para a ligacdo aos
transportadores intestinais, ocorre a ativacéo da vitamina D nos rins, com o intuito de
aumentar a absorcao de fésforo no intestino delgado e a reabsor¢éo renal, atraves
do aumento da expressdo molecular dos transportadores Na-P llb, calbindina Dagy
no intestino delgado e, transportadores Na-P II-A nos rins. Uma vez que uma menor
quantidade de fésforo esteja sendo absorvida, ocorrerd a inibicdo do FGF-23, ja que
este diminui a absorcéo intestinal e a reabsorcédo renal do fésforo (Bobeck et al.,
2012; Ren et al., 2016).

E vélido destacar que parte das vias de transporte do fosfato sdo sodio
dependentes; sendo o sédio um metal alcalino e, portanto, um céation, também pode
estar sendo adsorvido pela bentonita, tendo sua concentracdo diminuida em nivel
intestinal, contribuindo para a menor absorcdo do fosforo. A exemplo da remocéo de
fésforo pela bentonita em solugbes aquosas de tratamentos verificou-se que o
ambiente entérico também €& propicio para tais fendbmenos, implicando no
carreamento do fosforo nas excretas.

Sabe-se que quanto maior for o tempo de contato da digesta no intestino
maior a probabilidade de uma quantidade significativa de calcio e fésforo ser
absorvida no jejuno e ileo (Adedokun; Adeola, 2013). No entanto, relata-se que a
presenca da bentonita na digesta retém agua e diminui a taxa de passagem no
[limen intestinal, e que pode afetar negativamente alguns processos absortivos
(Damiri et al., 2012), j& que ha maior oportunidade de contato da bentonita com os
minerais em sua forma ionizada propicia para a adsorcao.

Observou-se aumento (P<0,001) no fésforo enddégeno excretado (Tabela 15)
pela presenca da bentonita na dieta, com interacdo entre os fatores. Em
comparacao aos dados obtidos para calcio, verifica-se que as fracdes endodgenas de
fésforo sdo maiores, sendo sua participacdo mais significativa ao se aferir a
digestibilidade do mineral. Al-Masri (1995) verificou que quando a retencdo de
fésforo foi mais elevada, menores foram as excrecdes endégenas do mineral. A
afirmacao do autor corrobora os dados obtidos e permite a interpretacdo de que a
adsorcdo de uma maior quantidade de fosforo pela bentonita, fez com o que o
mineral fosse menos retido, ja que 0 organismo excreta uma maior fracdo enddgena.

As perdas endégenas (Tabela 15) nao foram afetadas (P>0,05) pelos niveis
de minerais na dieta e, verificam-se pequenas varia¢cdes nos valores do menor para

o maior nivel de mineral. Os resultados corroboram aqueles ja descritos para suinos,



90

onde se verificou que as perdas enddgenas parecem ser constantes, independente
dos niveis de fosforo na dieta (Fan et al., 2001).

A digestibilidade aparente (Tabela 15) também foi reduzida (P<0,05) pela
presenca da bentonita, porém em relacdo a digestibilidade verdadeira ndo foram
observadas diferencas estatisticas (P>0,05), no entanto o valor da probabilidade
ficou muito proximo da significancia (P=0,058), sem interagdes entre os fatores
(P>0,05). A digestibilidade deve ser corrigida pelas perdas enddgenas, podendo-se
assim determinar os coeficientes verdadeiros (Anwar et al., 2016), ja que correcdes
de utilizacdo aparente de nutrientes pelas perdas endogenas resultam em
estimativas mais acuradas (Dilger; Adeola, 2006).

Observa-se claramente que a presenca da bentonita altera o balanco de
fésforo no organismo da ave, sendo que os resultados encontrados confirmam a
hipotese do presente estudo. Presume-se que a bentonita adsorva as moléculas de
fosfato em nivel intestinal implicando em menor retencdo e maior taxa de excrecéo
do mineral. A absorcéo, retencdo e homeostase do fosforo sdo mediadas pelo FGF-
23, calcitonina, paratorménio e 1,25(0OH)2Ds (Bobeck et al., 2012; Ren et al., 2016).
Com base nos resultados obtidos no primeiro ensaio, presume-se que, se uma
menor quantidade do mineral estiver disponivel para absor¢cdo seus niveis séricos
tendem a ser reduzidos, o que ja foi demonstrado por outros autores (Franciscato et
al., 2006), por sua vez, ocorre a mobilizacdo Ossea para manter a fosfatemia
(Eraslan et al., 2005).

A adsorcao de fosfato pela bentonita ja foi comprovada em solu¢ges aquosas,
na remoc¢ao de fésforo contaminante (Osalo; Merufinia; Saatlo, 2013; Pawar et al.,
2016). Bentonitas modificadas mostraram-se eficazes na reducéo de fosfato, mesmo
em baixas concentracfes, em ecossistemas naturais de agua (Zamparas et al.,
2011). Sabe-se que a bentonita é um excelente adsorvente devido a sua afinidade
por substancias polares (Pasha et al., 2008), sendo assim o fosfato apresenta-se
como molécula passivel de adsorcéo, ja que é utilizado pelos animais em formas tais
como PO*,, HPO%, e H,PO4. A adsorcdo a moléculas com cargas negativas pode
ocorrer devido a substituicdo de ions na estrutura quimica da bentonita que faz com
que o aditivo perca seu equilibrio elétrico, gerando um excesso de cargas positivas
(Xia et al., 2004).

Através da técnica de regressdo a digestibilidade verdadeira do fésforo foi

determinada em 67,0 e 66,3 % para as dietas sem e com bentonita, respectivamente
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(Tabela 16). A utilizacdo da técnica para estimar perdas endogenas de fésforo em
frangos de corte foi confirmada por alguns autores (Dilger; Adeola; 2006;

Mutucumarana et al., 2014).

Tabela 16 - Regressao do fésforo ingerido (g/kg MS) sobre o fosforo total digerido
(g/kg MS), para frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de
bentonita (0,0 %) e com inclusdo de 0,50 % de bentonita, através do
método de coleta total das excretas.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %

Equacéo de regressao y=0,67 x—0,44 y =0,66 x — 0,51
Inclinago Erro padréo 0,07 0,09
P *k% * k%
Intercepto Erro padréo 0,38 0,52
P NS NS
Digestibilidade verdadeira estimada (%) 67,0 66,3
PE de P (mg/kg de MS ingerida) 442 513
Coeficiente de determinacgéo (R?) 0,82 0,71
Coeficiente de variagdo (%) 7,43 9,31

Regresséo do fosforo ingerido (g/kg MS) sobre o fésforo total digerido (g/kg MS) apresentou
comportamento linear (P < 0,001).

P: probabilidade. NS: néo significativo (P>0,05); ***P < 0,001.

PE: perdas enddgenas.

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

As perdas endégenas de fosforo foram determinadas em 442 e 513 mg/kg de
matéria seca através da técnica de regressdo (Tabela 16). Perdas enddgenas séo
consideradas respostas fisiologicas do animal em virtude das condicbes de
consumo, sendo importante sua mensuracéo na avaliagdo de um elemento alimentar
(Lopes et al., 1999). Os valores de perdas endégenas encontrados foram um pouco
superiores aos relatados por outros autores. As perdas enddgenas de fésforo foram
estimadas em 235 mg de fosforo por kg de matéria seca ingerida por Dilger e Adeola
(2006). Em virtude de tratar-se de uma técnica relativamente nova, acredita-se haver
grande variabilidade entre e dentro dos laboratorios ao estimar perdas endégenas
de fésforo em frangos de corte, o que € sugerido pela revisdo de dados de ensaios
anteriores (Dilger; Adeola, 2006).

Observa-se nas equacdes estabelecidas, que as perdas endogenas
resultaram em valores negativos. Mutucumarana et al. (2014) afirmam que perdas
endogenas negativas de fésforo sdo inerentes ao método de regressédo, onde o
primeiro e o ultimo ponto da reta determinam a inclinacdo e o intercepto, podendo
resultar em valores positivos ou negativos. Valores negativos de perdas endégenas

obtidos através da técnica de regressdo também foram encontrados por outros
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autores para frangos de corte (Rodehutscord et al., 2012; Shastak et al., 2012; Liu;
Chen; Adeola, 2013).

A exigéncia e utilizacdo de fosforo em frangos de corte € altamente
dependente dos critérios resposta avaliados (crescimento, mineralizacdo 0ssea,
entre outros), dos niveis e fonte de calcio na dieta e presenca de enzimas exdgenas
(Adeola; Walk, 2013). No presente trabalho, as variaveis analisadas, sejam
hematoldgicas, de mineralizacdo 6ssea ou digestibilidade, demonstraram que ocorre
uma adsorcao do fosforo pela bentonita, reduzindo sua biodisponibilidade. Sendo a
manutencdo dos niveis hematoldgicos fundamentais para a homeostase da ave,
ocorre a mobilizacdo 6ssea do mineral, como observado no Ensaio “Bentonita”.

A ingestdo, absorcdo, retencdo e excrecdo de fésforo (Tabela 17)
aumentaram linearmente a medida que os niveis de calcio e fosforo na dieta
elevaram-se sendo que algumas variaveis apresentaram comportamento linear e
quadratico (P<0,05), principalmente na presenca da bentonita. O comportamento
linear da excrecdo de fésforo corrobora os dados obtidos por Rodehutscord et al.
(2012).

Tabela 17 - Contrastes polinomiais ortogonais de balanco de fosforo, coeficientes de
digestibilidade aparente (CDA) e verdadeiro (CDV) de fésforo, para
frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e
com incluséo de 0,50 % de bentonita.

P

Variaveis Bentonita 0,0% Bentonita 0,5 %

L Q L Q
P ingerido (g/dia) hx x i i
P absorvido (mg/dia) ok NS e o
P retido (mg/ave/dia) Hohk NS il i
P retido (%) ok NS * *
P excretado (g/ave/dia) i NS e NS
P excretado (g/kg MS ingerida) ok * e NS
P excretado (%) NS NS NS NS
CDA (%) NS NS NS NS
P end6geno (mg/ave/dia) NS ok NS b
CDV (%) NS NS NS NS

P: probabilidade

L: linear; Q: quadratico.

NS: néo significativo; *P < 0,05; **P < 0,01; **P < 0,001.
Fonte: elaborada pela autora, 2016.
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As perdas endogenas de fésforo (Tabela 17) apresentaram comportamento
quadratico (P<0,01) de acordo com o aumento dos niveis dos minerais na dieta. O
mesmo comportamento foi encontrado por Fan et al. (2001) tanto na digesta ileal
quanto nas fezes de suinos. Os dados de balanco de fésforo demonstram
claramente que a bentonita interfere no metabolismo mineral colocando em
discussdo a afirmacdo de autores que asseguram que a bentonita € inerte e nao
toxica (Miazzo et al., 2005). Ha de se ponderar sempre as variaveis que estao sendo
analisadas, ja que afirmacbes generalistas incorrem em erros que podem se
perpetuar através de citagdes mal formuladas. Em virtude disso, € fundamental citar
sempre sobre quais variaveis o aditivo apresentou ou nao efeito e concluir somente
sobre elas, uma vez que o adsorvente ingerido tera contato com diversas moléculas,
poderd interferir no metabolismo de diferentes esferas. A exemplo disso, pode-se
citar trabalho realizado por Gilani et al. (2013) os quais demonstraram que a inclusao
de bentonita na dieta de poedeiras marrons provocou reducdo na gravidade
especifica dos ovos e na coloracdo da gema, sugerindo que a bentonita pode

carrear pigmentos carotenoides e ndo carotenoides.

4222 Coletaileal

Através da coleta ileal observou-se novamente que as perdas enddgenas de
fésforo (Tabela 18) foram aumentadas (P<0,05) pela presenca do adsorvente na
dieta, sendo estimadas em 608 e 900 mg/kg de matéria seca ingerida para as aves
recebendo dieta sem e com bentonita, respectivamente. Nao foram observadas
interacbes (P>0,05) entre as variaveis. As perdas enddgenas representam uma
parcela das exigéncias diarias dos animais, ja que as perdas metabdlicas de fésforo
sdo inevitaveis (Shen et al., 2002).

Diferencas entre a digestibilidade pré-cecal e a retencdo do fésforo podem
ocorrer como consequéncia da excrecao urinaria de fosforo, de sua absorcdo ou
secrecéo no intestino grosso (Shastak et al., 2012). No ensaio anterior, verificou-se
gue a presenca da bentonita reduziu a digestibilidade aparente do fésforo, o que néao
foi observado nos dados de coleta ileal. As diferencas podem estar relacionadas a
absorcdo de fosforo que pode ocorrer apés o ileo, sendo um tema ainda muito
pouco elucidado nos frangos de corte (Rodehutscord et al., 2012). As variacdes de

pH do tratogastrointestinal da ave podem implicar em maior ou menor adsorcao do



94

mineral pela bentonita, ja que o processo € dependente do pH do meio (Duarte-Neto
et al., 2014), o que pode contribuir para as diferencas encontradas em relacdo a

digestibilidade total e ileal.

Tabela 18 - Coeficiente de digestibilidade ileal aparente (CDIA), ileal verdadeiro
(CDIV) e fésforo ileal enddgeno (PIE), para frangos de corte recebendo
dieta sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e com inclusdo de 0,50 % de
bentonita, em diferentes niveis de calcio e fosforo.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %
P
Variaveis Nivel de Cae P em Nivel de Ca e P em
relacdo a exigéncia (%) relacdo a exigéncia (%)
Ccv P x
90 80 70 60 90 80 70 60 (%) P Bent Bent
CDIA (%) 55,0 55,1 49,1 51,7 | 540 519 47,6 50,8 | 14,0 NS NS NS
PIE(MOkgMS  g11 588 743 491 | 1045 927 870 759 | 424 | NS * NS
ingerida)
CDIV (%) 64,7 654 60,7 66,2 | 690 679 645 71,7 | 11,0 NS NS NS

P: probabilidade; CV: coeficiente de variac&o.
NS: ndo significativo; *P < 0,05.

Ca: calcio; P: fésforo; Bent: bentonita.

Fonte: elaborada pela autora, 2016.

Através da técnica de regressao a digestibilidade verdadeira ileal do fosforo
(Tabela 19) foi determinada em 64,2 e 68,8 % para as dietas sem e com bentonita,
respectivamente. As perdas endogenas (Tabela 19) foram estimadas em 578 e 887
mg/kg de matéria seca ingerida na auséncia e na presenca de bentonita,

respectivamente.

Tabela 19 - Regressao do fosforo ingerido (g/kg MS) sobre o fosforo digerido (g/kg
MS), para frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de bentonita
(0,0 %) e com inclusdo de 0,50 % de bentonita, através do método de
coleta ileal da digesta.

Bentonita 0,0 % Bentonita 0,5 %

Equacéo de regressao y=0,64 x— 0,58 y=0,68 x — 0,88
Inclinacio Erro padrao 0,09 0,20

P *k%k **
Intercepto Erro padrao 0,45 1,08

P NS NS
Digestibilidade verdadeira estimada (%) 64,2 68,8
PE de P (mg/kg de MS ingerida) 578 887
Coeficiente de determinagéo (R?) 0,75 0,45
Coeficiente de variacdo (%) 10,54 16,95

Regresséo do fasforo ingerido (g/kg MS) sobre o fésforo digerido (g/kg MS) apresentou
comportamento linear (P < 0,001).

P: probabilidade. NS: néo significativo (P>0,05); ***P < 0,001.

PE: perdas enddgenas.

Fonte: elaborada pela autora, 2016.
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Anwar et al. (2016) relatam perdas enddgenas ileais de fosforo estimadas em
354 + 39 mg/kg de matéria seca ingerida, sendo estas aferidas em dietas isentas do
mineral. As diferencas entre os valores podem estar relacionadas as técnicas
adotadas em cada ensaio. Rutherfurd et al. (2004) relatam perdas endogenas de
446 mg/kg de matéria seca ingerida, obtidas em ensaio com dietas contendo
pequenas quantidades de fosforo.

As variaveis de coeficiente de digestibilidade aparente, perdas enddgenas e
coeficiente de digestibilidade ileal verdadeiro de fésforo (Tabela 20) né&o
apresentaram significancia (P>0,05) nas andlises de contrastes ortogonais
polinomiais.

Ao contrario dos animais de laboratério, onde o metabolismo do calcio e
fésforo j4 foi vastamente estudado e documentado, para as aves de interesse
zootécnico ainda ha grande necessidade de pesquisas béasicas e aplicadas que nos
possibilitem compreender o metabolismo desses minerais, principalmente em nivel
gastrointestinal (Adedokun; Adeola, 2013).

Tabela 21 - Contrastes polinomiais ortogonais de coeficientes de digestibilidade ileal
aparente (CDIA), verdadeiro (CDIV) e fésforo ileal endégeno (PIE), para
frangos de corte recebendo dieta sem inclusdo de bentonita (0,0 %) e
com incluséo de 0,50 % de bentonita.

P
Variaveis Bentonita 0,0% Bentonita 0,5 %
L Q L Q
CDIA (%) NS NS NS NS
PIE (mg/ kg de MS ingerida) NS NS NS NS
CDIV (%) NS NS NS NS

P: probabilidade.

L: linear; Q: quadrético.

NS: nao significativo (P>0,05).
Fonte: elaborada pela autora, 2016.

4.2.2.3 Comparacdo entre coleta total e coleta ileal

Os Graficos 3 e 4 apresentam os contrastes das curvas regressao obtidas
através dos métodos de coleta total e ileal e, portanto, comparam as
digestibilidades verdadeiras e as perdas enddégenas. Os dados nao diferem
(P>0,05) em relacdo aos valores de digestibilidade verdadeira (A), independente da
inclusdo da bentonita. Analogo ao descrito para célcio, a auséncia de diferencas

entre os valores de digestibilidade indica que cecos e célon parecem desempenhar
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uma pequena funcdo na absor¢do do fésforo exdgeno, ratificando a informacéo de
gue a maior parte do fosforo € absorvido pelas aves no intestino delgado, havendo
uma pequena absorcdo apos o ileo (Shastak et al., 2012). Shen et al. (2002)
relataram que para suinos, o intestino grosso nao desempenha um papel
importante na secrecdo de fosforo enddgeno, tampouco na absor¢éo do fésforo
exdgeno. No entanto, os rins parecem ter um papel importante na reabsor¢cdo de
fésforo em aves e consequentemente na homeostase (Al-Masri,1995).

Contudo, nas dietas sem bentonita (Grafico 3) as perdas enddgenas (B) foram
maiores (P<0,05) até o ileo, similiarmente ao obtido para célcio e, verifica-se,
portanto, que o intestino grosso também parece atuar na absorcdo do fésforo
enddgeno anteriormente excretado.

Através dos contrastes das equacdes de regressao, pode-se sugerir que, para
frangos de corte ingerindo dieta sem bentonita, aproximadamente 24 % do fosforo
enddgeno que foi eliminado até o ileo é reabsorvido, portanto o intestino grosso
pode atuar na manutencdo da homeostase do fésforo através da reciclagem do
fésforo enddégeno eliminado nas porcbes superiores do trato gastrointestinal.
Maiores valores de perdas enddgenas até o ileo também foram encontrados para
suinos, onde se verificou que 64 % do fosforo enddégeno excretado até o final do

intestino delgado é reabsorvido no intestino grosso (Fan et al., 2001).

Grafico 3 - Digestibilidade verdadeira e perdas enddgenas de fosforo estimadas
através dos métodos de coleta total das excretas e coleta ileal da
digesta, de aves alimentadas com dieta sem inclusdo de bentonita.

Digestibilidade verdadeira (%) Perdas end6genas
70 A (mg/kg MS ingerida) B
800
68 700
; 600
66 500 b
64 400
300
62 200
100
60 0
lleal lleal Total

Dados avaliados através de contrastes das equacdes y = 0,64 x — 0,58 vs y = 0,67 x — 0,44
Digestibilidade verdadeira P>0,05. Perdas enddgenas P<0,05.
Fonte: elaborado pela autora, 2016.
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Nas dietas com bentonita (Grafico 4) ndo foram observadas diferencas
(P>0,05) na excrecao enddgena de fésforo (B), porém ha de se considerar que os
valores de probabilidade ficaram muito proximos a significancia (P=0,058), e a
rejeicdo da hipdtese de nulidade fica dificultada pela alta variabilidade dos dados
de perdas enddgenas.

Considerando-se que, segundo Rostagno et al. (2007), na atualidade o nivel
de significancia ndo precisa necessariamente ser fixado em 5 %, podendo ser
ponderados valores de 7 ou 10 % dependendo da variavel em questéo, a diferenca
poderia ser considerada. Através do contraste das equacdes verifica-se que a
perdas enddgenas totais foram aproximadamente 40 % menores que as ileais.

Gréfico 4 - Digestibilidade verdadeira e perdas enddgenas de fésforo estimadas
através dos métodos de coleta total das excretas e coleta ileal da
digesta, de aves alimentadas com dieta com a inclusdo de 0,5 % de

bentonita.
Digestibilidade verdadeira (%) Perdas end6genas
70 A (mg/kg MS ingerida) B
800
68 700
600
e 500
400
64
300
62 200
100
60 0
lleal lleal Total

Dados avaliados através de contrastes das equacdes y = 0,68 x — 0,88 vs y = 0,66 x — 0,51.
Digestibilidade verdadeira P>0,05. Perdas enddgenas P>0,05.
Fonte: elaborado pela autora, 2016.

Alguns autores vém demonstrando os efeitos das interagdes entre moléculas
em nivel intestinal, como por exemplo célcio, fosforo, vitamina D e fitase que
apresentam diferentes resultados de acordo com a presenca concomitante uns dos
outros, porém, os pesquisadores sdo categoricos aos afirmar que as combinagdes
existem mas ndo séo faceis de serem levadas em consideracdo nas formulacdes
(Delezie, Maertens, Huyghebaert, 2012). A bentonita é mais um exemplo de
ingrediente que interage com outras moléculas a nivel intestinal e que seus efeitos

sobre a digestibilidade devem ser estudados e considerados.
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Apesar dos efeitos causados pela inclusdo de bentonita na dieta das aves
sobre o metabolismo dos minerais, sabe-se que os efeitos deletérios das
micotoxinas sao indubitavelmente piores, e por isso os adsorventes devem ser
adicionados a dieta das aves. Porém, alguns cuidados devem ser tomados, o
primeiro deles é conhecimento do nivel de micotoxinas existentes, ja que se sabe
que o poder de adsorcao desses aditivos € maior quanto menor for a presenca das
micotoxinas (Manafi, Narayanaswamy, Pirany, 2009). Sendo assim, na auséncia de
micotoxinas as bentonitas estdo disponiveis quimicamente para ligar-se a quaisquer
moléculas. Faz-se necessario adotar doses menores e adsorventes mais
especificos, eficazes contra as micotoxinas e que causem menos efeitos deletérios
para o metabolismo do calcio e do fosforo.

A dose de bentonita a ser adotada ndo é consenso entre os profissionais da
area de nutricdo animal, ja que deve ser escolhida de acordo com o nivel de
exposicdo que o animal sofrer4d. A divergéncia de doses recomendadas entre
autores pode estar relacionada as variaveis analisadas em cada experimento, ja que
alguns sdo mais generalistas e outros mais especificos. Uma alternativa € a
utilizacdo de bentonitas modificadas, as quais sofrem alteracdes em sua estrutura
quimica e, tornam-se mais especificas para adsor¢cdo de determinadas moléculas.
Bentonitas modificadas j& demonstraram efeitos benéficos sobre a reducdo de
agentes patogénicos entéricos, aumento da atividade de enzimas como proteases,
amilases e lipases, além de melhorias na mucosa intestinal (Xia et al., 2004).

Outro fator a ser considerado em experimentos futuros € a investigacdo das
interagcfes da bentonita com outros elementos minerais, amino&cidos e vitaminas. Ja
em 1956, um experimento com aves New Hampshire demonstrou a deficiéncia de
vitamina A em aves alimentadas com doses acima de 2 % de bentonita na dieta
(Briggs; Fox, 1956). Em ratos verificou-se que outros minerais podem ser alterados
como ferro, calcio e cadmio, com menor reten¢do na presenca de bentonita na dieta
(Grosicki; Kowalski; Bik, 2004). Na dieta de cordeiros, verificou-se que a inclusdo de
0,75 % de bentonita reduziu a deposicdo de manganés nos 0ssos e de ferro nos rins
(Walz et al., 1998). Zaia e Zaia (2006) discutem a adsorcdo de diferentes grupos de
aminoacidos por minerais como a montmorilonita.

No presente estudo, verificou-se que o CDMM foi 4,3 pontos percentuais
menor no grupo de aves que recebeu o adsorvente na dieta, em relagdo ao controle,

sendo este valor ndo atingido somente com as diferencas na menor digestibilidade
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do célcio e do fosforo, o que significa que outros minerais sdo adsorvidos pela
bentonita e estdo sendo carreados para as excretas.

Com base no exposto, pode-se verificar que diversos experimentos, muitas
vezes delineados com objetivos distintos, relatam as interacdes indesejadas dos
adsorventes de micotoxinas com diversos componentes organicos e inorganicos. Os
dados dos ensaios realizados tornam explicitas as alteracdes que a presenca da
bentonita causa no metabolismo do calcio e fésforo, reascendendo a discussao
sobre a necessidade de se encontrar adsorventes mais seletivos, bem como
conhecer os reais efeitos destes aditivos ndo somente sobre as micotoxinas, mas

sobre quaisquer moléculas que possam ter contato no trato gastrointestinal.
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5 CONCLUSAO

Conclui-se que a inclusdo de 0,25 % de bentonita, na dieta de frangos de
corte, ndo altera a concentracdo dos minerais séricos calcio, cloretos, ferro, fosforo e
magnésio, tampouco as caracteristicas morfométricas 0sseas e a deposicao de
minerais nas tibias.

A inclusdo de 0,5 % de bentonita, na dieta de frangos de corte, reduz os
niveis séricos de fésforo, o teor de matéria mineral e a concentracdo de calcio e
fosforo 6sseos, sem afetar as caracteristicas morfométricas 0sseas.

A inclusédo de 0,5% de bentonita, na dieta de frangos de corte, reduz o
coeficiente de digestibilidade da matéria mineral, o calcio absorvido, retido e
enddgeno e a digestibilidade ileal verdadeira do célcio.

A inclusdo de 0,5% de bentonita, na dieta de frangos de corte, reduz o fésforo
absorvido, retido e a digestibilidade total aparente, e aumenta a excrecdo de fésforo
exdgeno e endogeno total e ileal.

O intestino grosso dos frangos de corte é responséavel pela reabsorcdo do

calcio e fésforo endogenos.
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