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RESUMO GERAL

Modificacdes na microbiota intestinal das aves podem ser promovidas por meio da dieta,
portanto os constituintes da dieta merecem atencao sobre seus efeitos no ecossistema intestinal,
dentre eles a fibra e 0 uso de enzimas possuem capacidade de modular a microbiota. Com isso,
objetivou-se avaliar a modulacdo da microbiota de codornas europeias alimentadas com dietas
a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a utilizacdo ou ndo de xilanase e fitase.
Foram utilizadas 224 codornas europeias distribuidas a partir de um delineamento inteiramente
casualizado em oito tratamentos, sete repeticdes de quatro aves por unidade experimental. Os
tratamentos consistiam em: Dieta 1 a base de milho + F. de soja (T1); Dieta 1+ xilanase (T2);
Dieta 1 + fitase (T3); Dieta 1 + fitase + xilanase (T4); Dieta 2 a base de trigo+ F. de soja (T5);
Dieta 2 + xilanase (T6); Dieta 2+ fitase (T7); Dieta 2+ fitase+ xilanase (T8). Aos 42 dias dez
aves de cada tratamento foram abatidas para coleta do contetdo intestinal, apds a coleta foi
realizado um pool, onde as amostras foram identificadas, congeladas e armazenadas em tubo
falcon e encaminhada ao laboratério Neoprospecta Microbiome Technologies para a analise da
microbiota. A analise estatistica da microbiota foi realizada através da analise de permanova
baseada no indice de similaridade de Bray-Curtis. O perfil microbiano foi influenciado com as
alteracOes da dieta e com a suplementacdo das enzimas. Em ambas as dietas sem suplementacéo
das enzimas houve maior predominancia dos géneros Streptococcus e Lactobacillus e das
espécies Streptococcus macedonicus, Lactobacillus agilis e Lactobacillus salivarius, porém, o
uso de xilanase na dieta com milho obteve predominancia de S. macedonicus seguido de L.
agilis e L. salivarius; na dieta com trigo ocorreu predominancia das espécies L. agilis e L.
salivarius, a utilizacdo de fitase na dieta com milho apresentou maior dominio de L. agilis, ao
substituir o milho pelo trigo o houve dominio de S. macedinicus, entretanto, a associacdo das
duas enzimas proporcionou uma maior quantidade de L. salivarius e L. agilis com diferentes
proporgdes entre as dietas a base de milho ou trigo. A utilizagdo de farelo de trigo com o uso
de fitase e xilanase modula a microbiota de codornas europeias, havendo abundancia de
bactérias especificas (L. agilis, L. salivarius e S. macedonicus) e dominancia de bactérias acido
lacticas.

Palavras-chave: enzimas; firmicutes; fitase; lactobacillus; xilanase



ABSTRACT

Changes in intestinal microbiome of birds can be promoted through the diet, so the constituents
of the diet deserve attention about their effects on the intestinal ecosystem, among them fiber
and the use of enzymes have a capacity to modulate the microbiota. The objective of this study
is to analyze the modulation of the microbiota of European quails diets based on corn, soybean
meal and wheat bran with or without the use of xylanase and phytase.224 European quails were
used, distributed in a completely randomized design with eight treatments, seven replications
with four birds per experimental unit. The treatments consisted of: Diet 1 based on corn +
soybean F. (T1); Diet 1+ xylanase (T2); Diet 1 + phytase (T3); Diet 1 + phytase + xylanase
(T4); Diet 2 based on wheat+ soybean F. (T5); Diet 2 + xylanase (T6); Diet 2+ phytase (T7);
Diet 2+ phytase+ xylanase (T8). At 42 days, ten birds from each treatment were slaughtered to
collect the intestinal contents after collection, a pool was performed, where the samples were
identified, frozen and stored in a falcon tube and sent to the Neoprospecta Microbiome
Technologies laboratory for analysis of the microbiota. The microbial profile was affected by
dietary changes and enzyme supplementation, in both diets without enzyme supplementation
there was a greater predominance of the genera Streptococcus and Lactobacillus and the species
Lactobacillus agilis, Streptococcus macedonicus and Lactobacillus salivarius, however, the use
of xylanase in the maize diet had a predominance of S. macedonicus followed by L. agilis and
L. salivarius, however in the wheat bran diet there was a predominance of L. agilis and L.
salivarius species, the use of phytase in the Maize diet showed greater dominance of L. agilis,
when replacing corn with wheat bran, there was dominance of S. macedinicus, however, the
association of the two enzymes provided a greater amount of L. salivarius and L. agilis with
different proportions between the Maize or Wheat bran based diets. The use of wheat bran with
the use of phytase and xylanase modulates the European quail microbiota, with an abundance
of specific bacteria (L. agilis, L. salivarius and S. macedonicus) and dominance of lactic acid
bacterias.

Key words: enzyme; firmicutes; phytase; lactobacillus; xylanase
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1. INTRODUCAO

O trato gastrointestinal das aves é povoado por comunidades microbianas como
bactérias, fungos, arquéias, protozoarios e virus. O hospedeiro forma uma relacdo simbidtica
com a microbiota residente (SHANG et al., 2018; MAHMOOD E GUO, 2019). Esses
microrganismos tém influéncia na troca de nutrientes, modulagdo do sistema imunoldgico,
fisiologia do sistema digestivo e exclusdo de patoégenos (CLAVIJOE E FLOREZ, 2017).

No entanto, os nutrientes presentes nas dietas das aves modulam o crescimento e
estabelecimento da microbiota (CLAVIJOE E FLOREZ, 2017). Entre os constituintes da dieta,
a fibra e 0 uso de enzimas possuem uma capacidade significativa de modular a microbiota
(MAHMOOD E GUO, 2019; KOGUT, 2019).

A fibra alimentar modula o desenvolvimento intestinal, metabolismo de nutrientes,
auxila na integridade intestinal, imunidade e modulacdo do microbiota das aves. A fibra
aumenta a viscosidade da digesta aumentando o tempo de transito fazendo com que a digesta
fique retida por mais tempo, consequentemente favorece ao estabelecimento de uma microbiota
seletiva (JHA et al., 2019; JHA E MISHRA, 2021; TEJEDA E KIM, 2021).

A inclusédo de enzimas tem a finalidade de degradar compostos antinutricionais, seu uso
aumenta a disponibilidade de nutrientes fornecendo substrado para utilizacdo dos
microrganismos, causando modifica¢es na microbiota (BEDFORD E APAJALAHTI, 2001).

A xilanase degrada os arabinoxilanos liberando xilo-oligossacarideos que possuem um
efeito positivo na composicdo e atividade microbiana (AACHARY E PRAPULLA, 2010;
MORGAN et al., 2017). O uso da fitase causa a liberacéo de fosforo e calcio, entretanto a fitase
libera mais fésforo do que calcio promovendo alteragdes nas propriedades fisico-quimica da
digesta no TGl, resultando em mudancas no perfil do microbiota (PTAK et al., 2015).

Estudos com frangos de corte demonstram que o uso de fibra e enzimas promovem
modificacbes na microbiota, aumentando a populacdo de Lactobacillus, Bifidobacterium e
Enterococcus, além de aumentarem as concentragdes de acidos organicos de cadeia curta, que
por sua vez sera utilizado como fonte de energia para o hospedeiro e diminui¢do da populagao
de bactérias patogénicas (PTAK et al., 2015; WITZIG et al., 2015; GIANNENAS et al., 2017;
RIBEIRO et al., 2018; DALE et al., 2020).

Desse modo o uso de fibra e enzimas na dieta das aves podem impactar na composi¢ao
da microbiota intestinal das aves, porém escassas sao as informacdes sobre como a modificagdo
da dieta e uso enzimas influenciam a microbiota de codornas de corte. Com isso, objetivou-se
avaliar a modulacdo da microbiota de codornas europeias alimentadas com dietas a base de

milho, farelo de soja e farelo de trigo com a utilizacdo ou ndo de xilanase e fitase.
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2. CAPITULO | - REFERENCIAL TEORICO
2.1 Trato gastrointestinal das aves

O trato gastrointestinal (TGI) é responsavel por reduzir os nutrientes dos alimentos a
compostos moleculares menores, por meio da fragmentacao mecanica e digestdo para que em
seguida, possam ou ndo, ser absorvidos e utilizados. O trato digestorio das aves é composto por
bico, cavidade oral, orofaringe, eséfago (com dilatacdo em determinado ponto, a qual se chama
de papo), proventriculo, moela, intestino delgado e intestino grosso (ceco, colon e cloaca)
(ARTONI et al., 2014; PAN E YU, 2014; FEYE et al., 2020).

As glandulas anexas também fazem parte do TGI das aves, as glandulas salivares que
lubrificam o alimendo ingerido além de ocorrer a secrecdo de enzimas como a ptialina que
realiza uma pré digestdo do amido, o pancreas secreta o suco pancreatico que € enriquecido
com amilases, tripsina, lipases e carboxipeptidades, o figado secreta a bile que auxilia a digestdo
de gorduras e essa secregdo é armazenada na vesicula biliar (CLAVIJO E FLOREZ, 2018).

Anatomicamente, o intestino delgado é dividido em trés secdes distintas: duodeno,
jejuno e ileo (FEYE et al., 2020). O duodeno é diferenciado das demais secbes pelo
posicionamento do pancreas e é formado por duas algas, sendo uma ascendente e outra
descendente (RUTZ et al., 2015; FEITOSA et al., 2020). O jejuno apresenta pregas jejunais e
possui um maior comprimento. O ileo é uma se¢do continua ao jejuno e delimitada pelo ponto
de ligacdo com o ceco e colon (BOLELI et al., 2002).

O intestino delgado tem a funcdo de promover a digestdo e absorcdo dos nutrientes; é
um local onde ocorre a mistura do quimo com as secrecdes digestivas. Sua capacidade é
conferida devido a presencga de enterdcitos, células caliciformes e células enteroenddcrinas,
sendo estas responsaveis por digerir e absorver, produzir muco (mucina) e secrecdes
enddcrinas, respectvamente (VIEIRA, 2002; SVIHUS, 2014; FEITOSA et al., 2020).

O duodeno possui um curto tempo de transito com baixo pH sendo este um fator que
atua ativando as enzimas (FEYE et al., 2020). As secre¢des pancreaticas e biliares auxiliam na
digestdo diluindo o quimo. O pancreas participa da digestao secretando tripsina, amilase, lipases
e carboxipeptidades; o figado produz a bile, que quando secretada no duodeno, emulsifica a
gordura vinda da dieta facilitando o processo de digestdo (FEITOSA et al., 2020).

Apos o inicio da digestdo e absor¢do duodenal, o quimo segue para o jejuno onde ocorre
a maior digestdo e absorcao de carboidratos, proteinas e lipideos e logo apds segue para o ileo
ainda ocorre digestdo de nutrientes e absorcdo de agua, minerais e aminoacidos (RUTZ, 2002;
BAVARESCO et al., 2019; FEITOSA et al., 2020).
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Logo apos o intestino delgado se tem inicio o intestino grosso onde é composto pelos
cecos, cblon e cloaca, nesta regido € onde ocorre maior parte da fermentacdo microbiana
(SVIHUS et al., 2013). Nos cecos ocorre a digestdo da celulose pelas bactérias, no célon ha
reabsorcdo de agua e eletrélitos e a cloaca que é uma regido comum aos sistemas urinario,
reprodutor e digestdrio, com funcdo de reabsorcao de agua e eletrdlitos (ARTONI, et al., 2014).

O TGI também é composto por uma microbiota complexa e diversa nas aves, incluindo
bactérias, virus, arqueias e fungos, entre esses as bactérias sao as mais abundantes e possuem
uma interacdo simbidtica benéfica com o hospedeiro influenciando na nutricdo e salde
intestinal das aves (MADLALA et al., 2021).

2.2 Microrganismos presentes no trato gastrointestinal das aves

Mais de 900 espécies bacterianas que estdo envolvidas na digestdo dos alimentos,
degradacéo de toxinas, estimulacdo do sistema imunologico, exclusdo de patogenos e atividade
endocrina (BORDA-MOLINA, et al., 2018). A interagcdo entre os microrganismos e 0 TGl
influenciam o equilibrio das comunidades microbiana, a saude das aves, o0 crescimento e a
conversédo alimentar (APAJALAHT]I, et al., 2004).

As secOes do TGI sdo divididas e cada uma apresenta uma microbiota diversa e Unica
que desempenha fun¢Ges matebolicas diferentes, dessa maneira a medida que o alimento é
digerido diferentes grupos de microrganismos iniciam a digestdo (MADLALA et al., 2021).
Essas secBes possuem diversas comunidades de microrganismos comensais, simbioticos e
patogénicos, desse modo a composicdo e a diversidade bacteriana do TGI influenciam as
funcdes intestinais como digestao e absorcdo (GONG, et al., 2019).

No intestino delgado proximal o nimero de bactérias € menor quando comparado com
o intestino delgado distal, em razéo da fisiologia digestiva e quimica do trato gastrointestinal.
Isso se deve ao fato de ao passar pela moela, a digesta e 0s microrganismos sdo submetidas a
um baixo pH e trituracdo mecéanica, afetando os microrganismos presentes, além disso 0s sais
biliares secretados no duodeno faz com que algumas bactérias sdo que sensiveis tenham sua
atividade metabdlica diminuida. Esses mecanismos, juntamente com a rapida passagem da
digesta, mantem a densidade de microrganismos reduzida (APAJALAHTI E VIENOLA, 2016).

O intestino delgado é colonizado principalmente (95%) por bactérias produtoras de
acido lactico, principalmente Lactobacillus spp, Enterococcus spp. e Streptococcus spp., essas
bactérias possuem um metabolismo exclusivamente fermentativo, ndo necessitando de
oxigénio, mas a maioria das espéecies ndo sao prejudicados pela sua presenca (APAJALAHTI
E VIENOLA, 2016).
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O ceco é dominado por bactérias estritamente anaerdbicas e mais diversa, incluindo a
ordem Clostridiales (familia Lachnospiraceae e Ruminococcaceae), os filos Bacteroides,
Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, entretanto muitas ha bactérias que ndo possuem
um género conhecido, uma das caracteristicas dessas familias de bactérias é sua capacidade de
utilizar carboidratos complexos e producdo de butirato (APAJALAHTI E VIENOLA, 2016;
MADLALA et al., 2021).

Taxonomicamente o TGI de frangos é composto de filos Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes (mais presente nos cecos) alguns representates de alguns filos
podem ser encontrados como os Verrucomicrobia, Spirochetes, Fusobacteria, Elusimicrobia ou
Synergistetes (KUBASOVA, et al., 2021).

O filo Firmicutes apresenta envolvimento na decomposicdo de polissacarideos
indigestiveis, as principais familias desse filo sd@o Lactobacillaceae, Streptococcaceae,
Ruminococcaceae e Lachnospiraceae (RYCHLIK, 2020).

O género Lactobacillus pertencente a familia Lactobacillaceae sdo bactérias
fermentadoras eficientes de carboidratos, seu metabolismo resulta em uma diminui¢do do pH
com isso restringe o crescimento de outras espécies bacterianas (CRHANOVA et al., 2019).

Os Lactobacillus possuem uma capacidade de induzir a expressdo de citocinas em
células T de galinhas, participar da regulacdo e manutencdo da homeostase intestinal,
(BRISBIN et al., 2012; PARKER et al., 2018). As bactérias do acido lactico sdo consideradas
seguras para 0s animais e possuem acdo probidtica pelo papel que desempenham no trato
gastrointestinal, foi demonstrado que alguns lactobacillus podem aliviar efetivamente a
diarreia, regulando a microflora intestinal e melhorando o sistema imunoldgico (GIRAFFA,
2014; BIAN et al., 2016).

Streptococcus pertencentes a familia Streptococcaceae, constituem uma parte
significativa da microbiota comensal animal e humana, com algumas espécies com potenciais
patogénicos (GOBBETTI E CALASSO, 2014). Li et al., (2019) relata que esse género pode ter
uma atividade na degradacéo de polissacarideos ndo amiléceos encontrados nos graos.

As actinobacterias sdo bactérias gram-positivas ndo formadoras de esporos, ndo moveis
e estritamente anaerdbias, seus colonizadores mais comuns pertencem a familia
Coriobacteriaceae com os géneros Olsenella e Collinsella e a familia Bifidobacteriaceae com o
género Bifidobacterium (RYCHLIK, 2020). As funcGes das bactérias do género Acinetobacter
variam, algumas espécies sdo mais comuns em condi¢fes patogénicas, € um microrganismo
presente em todo meio ambiente, foi isolado do solo, &gua, esgoto e alimentos, em animais

diversos Acinetobacter sp. foram isolados, porém ocasionalmente alguns foram encontrados
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como agentes de infeccdo em animais (PODUCH E KOTRA, 2009; BERGOGNE-BEREZIN,
2014).

As Bifidobacterium sdo habitantes comuns do trato gastrointestinal de mamiferos, aves
e alguns animais de sangue frio, compreendem aproximadamente 3% da microbiota total do
ecossistema intestinal, existem relacGes patogénicas oportunistas, por exemplo, B. dentium e
uma relagdo comensal ou até mesmo promotora de saude como B. bifidum e B. breve entre as
Bifidobacterium e o hospedeiro, além disso entre 0s microrganismos probidticos as
Bifidobacterium sdo as mais dominantes (JIA, et al., 2010; TURRONI et al., 2011).

Proteobacterias sdo bactérias gram-negativas, ndo formadoras de esporos, aqueles que
comumente colonizam o ceco de frangos incluem tanto anaeroébios facultativos (E. coli) quanto
estritos (Desulfovibrio, Sutterrella, Parasutterella, Anaerobiospirillum e Succinatomonas),
além desses também sdo membros comuns da microbiota de frangos Helicobacter e
Campylobacter (RYCHLIK, 2020).

Embora a presenca de E. coli e Salmonella seja comum, ela comp&e no méaximo 0,1%
da microbiota total de frangos adultos saudaveis (RYCHLIK, 2020). A E. coli pertence ao
género Clostridium gque contém mais de cem espécies comensais, mas apenas algumas delas,
por exemplo C. perfrigens e C. tetani, sdo patogénicas e produzem toxinas, a maioria dos
Clostridium tem uma relagdo comensal com seu hospedeiro, desempenhando papeis na
fisiologia e imunidade (LOPETUSO et al., 2013; LIU et al., 2015; ZHONG et al., 2015).

Com alta taxa de crescimento de C. perfrigens qualquer problema que afete a
homeostase intestinal, particularmente aqueles que causam danos celular, ira desencadear o seu
crescimento, como essa cepa produz toxinas que se estabelecem em niveis notaveis no intestino
acaba acarretando diarreia, hemorragia e consequentemente perda no desempenho
(SHOJADOOST et al., 2012; MOORE, 2016; SANDVANG et al., 2021).

Além desses existem diferentes géneros de bactérias residentes no trato gastrointestinal,
compreendendo diversas espécies individuais, essas bacterias podem ser divididas em espécies
que causam danos prejudiciais ou beneficios para o hospedeiro (GIBSON, 1998).

Os Enterococcus tém a capacidade de tolerar mudancas no pH, temperatura e
concentracdes de sal, tornando eles altamente adaptaveis (HANCHI et al., 2018; RASHID, Z.
et al., 2020). Algumas cepas do género Enterococcus sdo probioticas, tendo um papel na
regulagdo do metabolismo, funcdo de barreira intestinal e funcdo imunoldgica, além disso
produzem bacteriocinas que sdo utilizadas para preservacdo de produtos alimenticios e podem
combater a resisténcia bacteriana, porém, nesse género estdo incluidas algumas espécies

oportunistas de bactérias patogénicas, onde geralmente induzem infecgbes em individuos
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imunodeficientes (MORRISON et al.., 1997; HAMMAMI et al., 2013; GUPTA E TIWARI,
2015; HENNING et al.,2015).

Lactococcus pertencem ao grupo de bactérias lacticas que sdo cepas bacterianas ideais
para a expressdo de moléculas terapéuticas, como antigenos, citocinas e enzimas, pois podem
sobreviver a degradacdo enzimética durante o processo digestivo do trato gastrointestinal
enquanto regulam a resposta imune do hospedeiro como um componente intestinal, algumas
cepas de lactococcus produzem nisina sendo esta uma bacteriocina capaz de inibir o
crescimento de alguns microrganismos (LIU et al., 2018; DYGICO et al., 2019).

Os Staphylococcus sdo habitantes comuns do trato gastrointestinal das aves, sua
presenca no intestino pode ter consequéncias, pois 0s Staphylococcus podem ter papeis duplos
como comensais e patdgenos (SALANITRO et al., 1978; ROSENSTEIN E GOTZ, 2013).
Apesar de algumas espeécies isoladas do intestino ndo serem conhecidas por causar doengas em
aves e humanos, outras bactérias patogénicas sdo conhecidas, como S. simulans, S. warneri e
S. cohnii subespécie urealyticus (SYED et al., 2020).

O género Ochrobactrum tem a capacidade distinta de persistir nos intestinos sob
condicdes estressantes (DHARNE et al., 2008; DIRKSEN et al., 2016; KULKARNI et al.,
2017). Alguns autores relatam a influéncia de Ochrobactrum no metabolismo energético,
metabolismo de vitaminas, aminoacidos especificos e acidos graxos (YANG et al., 2018;
AKINYEMI, et al., 2020).

Huang et al. (2012), relatam que as Pseudomonas estdo envolvidas nas vias celuloliticas,
sendo uteis principalmente para quebra da celulose. Possuem a capacidade de hidrolisar o fitato,
degradar o amido e, em solos, sdo conhecidas por melhorar a disponibilidade de fésforo nas
plantas (MAOUGAL, et al., 2014). Algumas espécies sdo patogénicas, como P. aeruginosa,
capaz de infectar as aves essa infec¢do costuma ser secundaria a outras doencas e pode
apresentar uma infec¢do mista aliada a outros patdégenos, como E. coli e Salmonella (GONG et
al., 2018).

Weissella sdo bactérias heterofermentativas (Bjorkroth et al., 2009), frequentemente
associadas a alimentos frescos e fermentados, sdo membros normais da microbiota
gastrointestinal de animais saudaveis, normalmente membros desse género nao causam
infeccOes, porém algumas espécies podem causar patogenicidade quando o hospedeiro esta
imunocomprometido (STURINO, 2018).

Os Bacillus influenciam na saude intestinal, estimulando a producdo de citocinas,
qguimiocinas e proteinas de juncdo, sendo benéficas para o desenvolvimento das aves (LA
RAGIONE E WOODWARD, 2003; LEE et al., 2010a; SEN et al., 2012; LEE et al., 2014;
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PARK E KIM, 2014). Além disso, elas possuem a capacidade de produzir peptideos
antimicrobianos, que podem reduzir a ocorréncia de doencas entéricas, como enterite necrotica,
salmonelose e infeccdo por Eimeria maxima em aves (KNAP et al., 2011; LA RAGIONE e
WOODWARD, 2003; LEE et al., 2010b; SUMI et al., 2014).

Entretato essas bactérias presentes no TGl podem sofrer modificacbes devido a
composicdo e a digestibilidade da dieta (APAJALAHTI E VIENOLA, 2016). Kogut (2019)
relata que as modificacdes na dieta podem induzir uma mudanca significativa na composicao
microbiana dentro de 24 horas, pois o alimento ingerido tem uma alta concentracdo de
substratos prontamente disponiveis que podem ser utilizados por uma ampla variedade de
bactérias.

2.3 Fibra na dieta de aves e seu papel sobre a microbiota

O termo fibra em nutricdo é utilizado para definir um grupo diverso de fracdes de
carboidratos complexos de polissacarideos ndo amilaceos (PNAs), oligossacarideos e amido
resistente e o composto polifendlico lignina (SINGH E KIM, 2021). De acordo com Mertens
(1997), a fibra é formada por um conjunto de compostos, e ndo um grupo quimico isolado.
Assim, a composi¢cdo quimica da fibra depende da sua origem, bem como da metodologia
aplicada na sua determinacdo em laboratorio.

Os polissacarideos da parede celular dos vegetais sdo compostos por polimeros de
pentoses (arabinose e xilose) e hexoses (glicose, frutose e galactose), formando assim dois
grupos: B-glicanos e heteroglicanos; no primeiro grupo, se encontra a celulose e, no segundo,
as pectinas e as hemiceluloses, caracterizando os polissacarideos ndo-amilaceos (RUFINO et
al., 2017). Em conjunto com a lignina (polimero aromatico de ésteres fendlicos), este composto
representa a principal fracdo da fibra, sendo uma parte do alimento que ndo pode ser digerida
pelas enzimas dos animais, mas sdo digeridas por microrganismos simbiéticos (DE ARRUDA
et al., 2003).

A fibra pode ser classificada, segundo Van Soest (1963), em fibra em detergente neutro
(FDN) que é composta por celulose, hemicelulose e lignina e fibra em detergente acido (FDA)
composta por celulose e lignina. Esta ainda pode ser fracionada conforme sua solubilidade em
agua, sendo classificada em duas partes fibra soltvel e insolvel, a porcédo solavel inclui os
PNAs, hemicelulose e substancias pécticas, ja a fracdo insoltvel inclui lignina, celulose,
hemiceluloses insoluveis, taninos, cutinas, entre outros (RUFINO et al., 2017).

A fibra insoluvel e soltvel presente nos diferentes cereais, como trigo, centeio, cevada,
etc, pode exercer um efeito antinutricional nas aves, reduzindo a energia metabolizavel

aparente, digestibilidade do amido e utilizacao de outros nutrientes tendo assim uma influéncia
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no desempenho das aves (CHOCT E ANNISON, 1992; SINGH E KIM, 2021). A viscosidade
da digesta € um dos principais fatores que afetam a digestibilidade, uma maior viscosidade tem
influéncia na difusdo eficiente dos nutrientes, reduzindo sua degradacao por enzimas enddgenas
na superficie da mucosa (MONTAGNE et al., 2003; BEDERSKA-LOJEWSKA et al., 2017).

As fibras solGveis, como B-glucanos da cevada e aveia, arabinoxilanos do trigo e
centeio, tém sido associadas ao aumento a viscosidade intestinal e reduzem a taxa de passagem
do quimo, causando uma reducdo no consumo de racéo e na taxa de absorcdo dos nutrientes,
influenciando assim no desempenho das aves (TEJEDA E KIM, 2021). Diferentemente, a fibra
insollvel, rico na casca de aveia e casca de girassol, possui um efeito diferente no TGI do que
a fibra solGvel, quantidades moderadas de fibra insoltvel na dieta das aves podem aumentar o
tempo de retencao do quimo na parte superior do TGI, estimulando o desenvolvimento da moela
e producdo de enzimas endogenas, melhorando a digestibilidade do amido, lipidios e outros
componentes da dieta (JHA E MISHRA, 2021).

A fibra insoltvel presente na dieta das aves causa uma menor viscosidade quando
comparado com a fibra solGvel, possui uma menor fermentabilidade devido ao limitado acesso
das enzimas do hospedeiro ou microbianas (SINGH E KIM, 2021). Segundo Thebaudin et al.
(1997) a fibra insoluvel se liga a agua por meio de tensdo superficial ou ligacbes de hidrogénio
nos poros de sua matriz, e a quantidade de agua que ela pode se ligar depende de suas
caracteristicas de intumescéncia ou capacidade de retengdo de agua. Dessa maneira, uma dieta
contendo uma quantidade maior de fibra insolivel pode afetar a taxa de transito da digesta e
passagem de nutrientes no trato gastrointestinal devido a essa capacidade de retencdo de agua
(MUDGIL E BARAK, 2013).

A fibra também pode afetar a biodisponibilidade de minerais e vitaminas, a propriedade
de adsorcdo da fibra reduz a utilizacdo desses nutrientes pelo hospedeiro (SINGH E KIM,
2021). De acordo com Cowieson et al. (2004), a presenca de fitato associado a fibra aumenta a
excrecdo de minerais enddgenos em frangos. O fitato é capaz de quelatar nutrientes
positivamente carregados, comprometendo a utilizacdo de proteinas, energia e minerais. Uma
vez ligados a molécula de acido fitico, esses nutrientes ndo sdo solubilizados, tornando-os
indisponiveis ao animal (LIMA et al. 2007; FERREIRA et al., 2015).

Entretanto, a inclusdo da fibra possui impactos benéficos no desenvolvimento do TGl,
fisiologia digestiva ao estimular o desenvolvimento do trato e producdo de enzimas, a digestéo
dos nutrientes, fermentacdo e processos de absortivos das aves. Auxilia na integridade

intestinal, melhorando a estrutura e fun¢Ges da mucosa, aumentando a populacéo e diversidade
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bacteriana do TGI, promovendo assim uma melhora na satde intestinal e fung6es imunologicas
(JHA E MISHRA, 2021).

As fibras também podem ser usadas como uma alternativa ao uso de antibioticos, que
foram amplamente utilizados na avicultura para prevenir, controlar e tratar doencas, porém seu
uso pode causar residuo na carne e espécies bacterianas resistentes que podem afetar a satde
animal e humana. Devido as restri¢cdes do uso de antibioticos como promotores de crescimento,
observa-se um aumento da incidéncia de doencas durante a producdo de frangos de corte
(YANG et al., 2019; EMAM I et al., 2021).

Portanto, ha necessidade de se estabelecer alternativas aos antibioticos que possam
melhorar a satde intestinal e o desempenho das aves, nesse sentido a fibra vem se destacando
devido aos seus varios efeitos benéficos, especialmente na manutencdo da salde intestinal,
sendo esse um fator essencial para melhorar o desempenho e a satde das aves, tornando assim
a fibra uma alternativa potencial aos antibioticos na dieta (SHANG et al., 2020).

Os carboidratos complexos e polissacarideos indigestiveis presentes na fibra fornecem
um substrato fermentativo essencial para o microbiota intestinal e causam um impacto na
composicdo bacteriana, diversidade e capacidade metabolica (SONNENBURG E
SONNENBURG, 2014).

O processo de fermentacdo microbiana da fibra é considerado mais variavel do que a
digestdo dos macronutrientes devido a variedade de fontes de fibra e as propriedades fisico-
quimicas dessa fibra (solubilidade, viscosidade e capacidade de retencdo de agua). A fibra
solivel tem a capacidade de aumentar a viscosidade da digesta e o tempo de transito, dessa
forma a digesta retida por mais tempo oferece uma oportunidade para a proliferagdo da
microbiota seletiva (JHA et al., 2019).

Os niveis de fibras nas dietas podem modificar a composicdo da microbiota, muitas
fibras sollveis funcionam como prebioticos, promovendo diretamente o crescimento de
bactérias intestinais benéficas e a producdo de acidos organicos de cadeia curta (AOCC), da
mesma forma as fibras insolUveis podem impactar a colonizacdo de microrganismos benéficos
intestinais (JIMENEZ-MORENO et al., 2016; JHA et al., 2019).

Mahmood e Guo (2019) relatam que as bactérias comensais benéficas colonizam a
fracdo indigestivel da dieta, em particular os PNAs, produzindo metabolitos, como as
bacteriocinas, que fornecem atividade protetora contra bactérias patogénicas, além de que
produzem produtos de fermentacdo nos quais outros membros do ecossistema intestinal irdo
utilizar para a producéo de acidos organicos de cadeia curta em especial propianato, butirato e

acetato, que por sua vez sera utilizado como fonte de energia para o hospedeiro. O butirato
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recebe uma atencdo especial devido as suas propriedades anti-inflamatérias e por ser fonte de
energia para os enterécitos (MAHMOOD E GUO, 2019).

Além dos acidos organicos de cadeia curta, o acido lactico também é produzido me
quantidades significativas no intestino delgado (JOZEFIAK et al., 2005). Segundo De
Maesschalck et al. (2015), bactérias Lactobacillus estimulam a producéo de butirato, isso ocorre
por meio de uma alimentacdo cruzada entre lactato e as bactérias produtoras de butirato.

Em estudo com frangos de corte alimentados com frutooligossacarideo, Xu et al. (2003)
observaram um aumento significativo de Bifidobacterium e Lactobacillus, enquanto houve
uma diminuicdo no numero de Escherichia coli. Além disso, a suplementacdo de
frutooligossacarideo melhorou a atividade da amilase e protease no intestino delgado,
demonstrando que uma microbiota benéfica estimula as atividades de enzimas digestivas
intestinais.

Wau et al. (2011), demonstram que a inclusdo de alta fibra soltvel (7% de casca de soja)
nas dietas de frangos de corte aumentou significativamente os acidos acético, propidnico,
isobutirico e butirico, lactico e succinico no contetdo cecal e diminuiu a producdo de acido
formico em comparacdo com a baixa fibra dietética quando desafiado com Clostridium
perfringens.

Segundo Abazari et al. (2016), a utilizacdo de casca de arroz como fonte de
lignocelulose promove o crescimento de bactérias Lactobacillus benéficas e reduz a populacéo
de bactérias patogénicas, como algumas Escherichia coli no ileo e ceco de frangos de corte.

Shang et al. (2020), estudando os efeitos do farelo de trigo em comparacdo aos
antibidticos em frangos de corte, observaram que a suplementacao de farelo de trigo aumentou
a diversidade a da microbiota cecal, a nivel de género de Lachnoclostridium e Butyricicoccus.
Houve um aumento nas concentragdes de acidos graxos de cadeia curta (dias 21 e 42) e nas
concentracdes de acido butirico (dia 42) em comparacdo ao tratamento controle. A utilizacdo
de 3% de farelo de trigo promoveu uma melhora na imunidade intestinal, funcéo de barreira e
composi¢do microbiana, tendo um papel na substituicdo de antibidticos.

Entretanto, a utilizacdo de fibras na racdo possui alguns entraves devido a suas
propriedades antinutricionais e baixa digestibilidade, desse modo a adi¢do de enzimas exdgenas
podem minimizar os efeitos antinutritivos e maximizar os beneficios da fibra, fornecendo
produtos degradados, como oligbmeros de substratos polissacaridicos, para utilizacdo pelos
microrganismos intestinais (BEDFORD E APAJALAHTI, 2001; SINGH E KIM, 2021).
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2.4 Suplementacdo enzimatica na dieta de aves e seu papel sobre a microbiota

As dietas fornecidas as aves sdo compostas principalmente por ingredientes alimentares
de origem vegetal, esses ingredientes possuem fatores antinutricionais presentes em sua
composigédo (fitato, PNAs e inibidores de protease) limitando a utilizagdo dos nutrientes
(ADEOLA E COWIESON, 2011).

Com isso, a suplementacdo de enzimas exoOgenas tem sido utilizada devido a sua
capacidade de melhorar a eficiéncia produtiva. As enzimas sdo proteinas especializadas com
funcdo de controlar a velocidade e regular as reacdes quimicas do organismo, possuem a
capacidade de se ligar ao substrato permanecendo ativa por longos periodos (BARBOSA et al.,
2014).

Diversos efeitos benéficos sdo associados ao seu uso, incluindo o aumento na digestdo
de produtos de baixa qualidade, reducédo da perda de nutrientes e contaminacdo ambiental,
remocdo de fatores antinutricionais e possivel reducdo dos niveis nutricionais da dieta
(CASTRO E KIM, 2021).

A utilizacdo de enzimas exodgenas em dietas contendo uma alta proporcdo de PNA
soltveis reduzem a alta viscosidade da digesta promovendo uma melhoria na digestibilidade
dos nutrientes. Em dietas com baixa viscosidade, a acdo enzimatica tem sido atribuida a sua
capacidade de degradar as paredes celulares dos cereais, permitindo assim um maior acesso ao
contetdo celular pelas enzimas digestivas (RIBEIRO et al., 2018).

O uso de carboidrases exogenas, como a fitase e a xilanase pode aumentar a
disponibilidade de nutrientes afetados pelo alto teor de fibra na racdo e ao mesmo tempo
fornecer fragmentos de fibra degradados e oligossacarideos para utilizacdo dos microrganismos
(BEDFORD E APAJALAHTI, 2001). Essas enzimas diminuem a viscosidade da digesta e
minimizam o efeito deletério da fibra viscosa na mucosa intestinal das aves (CHOCT E
KOCHER, 2000).

Em dietas a base de trigo ricas em arabinoxilanos, a utilizacdo de B-1,4-xilanases
exogena promove a liberagdo de xilo-oligossacarideos (XOS) tendo esses efeitos benéficos
sobre a populacdo microbiana que coloniza a porcdo distal do TGI. Dessmo modo, a inclusao
de B-1,4-xilanases exdgena além de sua atividade direta sobre os arabinoxilanos viscosos
soltveis ainda resulta na producao de XOS, que podem melhorar a satde intestinal e estimular
a resposta imune das aves devido a sua atividade prebidtica (DE MAESSCHALCK et al., 2015;
RIBEIRO et al., 2018).

Ribeiro et al. (2018), observaram que a suplementacdo de xilanase exdgena em dietas

a base de trigo e milho para frangos de corte diminui a viscosidade da digesta ao degradar 0s
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arabinoxilanos sollveis em &gua, gerando arabinoxilo-oligossacarideos (AXOS) e XOS, tendo
esses efeitos prebidticos para as aves. Além de aumetarem a populacdo dos géneros
Bifidobacterium e Solirubrobacter.

Dale et al. (2020), estudando os efeitos da suplementacdo de Xxilanase exdgena em
frangos de corte relatam que a degradacdo do arabinoxilano do trigo foi aumentada pela
suplementacdo de xilanase, o que pode ter aumentado a produgdo de AOCC (acetato) no ceco
e, portanto, potencialmente modulado o microbiota cecal, mas sem afetar o desempenho das
aves.

A fitase tem efeitos significativos na digestibilidade de Ca, P e minerais, bem como na
producdo de mucina intestinal e nas perdas enddgenas, todos influenciando o suprimento de
nutrientes e 0 ambiente intestinal, o que altera as pressdes de selecdo sobre as espécies
bacterianas (BEDFORD E COWIENSON, 2012).

A incorporacéo de fitase na matriz das dietas avicolas ocasiona mudancas significativas
na utilizacdo de calcério e fosfatos na dieta, por meio da liberacdo de fosforo e calcio dos
complexos de fitato, porém a fitase libera mais fosforo do que calcio promovendo alteracdes
nas propriedades fisico-quimica da digesta no TGl (PTAK et al., 2015).

Modifica¢Ges no pH da digesta pode resultar em mudangas nos perfis da microbiota
enddgena e em sua atividade. E considerado que um baixo pH no intestino delgado possui um
efeito bacteriostatico sendo isso um fator positivo para a microbiota e integridade intestinal,
reduzindo a ocorréncia de Enterobacteriaceae potencialmente patogénicas e aumentando as
populacbes de bactérias lacticas (BAL) favoraveis. Portanto, o efeito da fitase pode estar
relacionado a uma reducdo na capacidade tampéo de uma dieta com efeitos subsequentes nos
perfis da microbiota (PAN E YU, 2014; PTAK et al., 2015).

A suplementacédo de fitase na dieta de frangos de corte levou ao aumento do nimero
total de contagens microbianas no intestino delgado e uma maior abundancia relativa de
bactérias como Lactobacillus e Enterococcus (PTAK et al., 2015; WITZIG et al., 2015).

Além da fitase e xilanase, a suplementacdo com outras enzimas podem influenciar a
composicdo do microbiota intestinal. Giannenas et al. (2017), relatam que a utilizacdo de
protease na dieta de frangos de corte aumentou a presenca de Lactobacillus spp. e levou a uma
diminuicdo na populacédo de Clostridium perfringens.

Em outro estudo com frangos de corte a combinacdo de protease com a-amilase e
glucoamilase aumentou a abundancia relativa de Bifidobacterium, Staphylococcus, Bacteroides

e Megamonas, que sdo geralmente consideradas bactérias benéficas (YIN et al., 2018).
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Os efeitos da suplementacdo de protease e fitase para frangos de corte foram observados
por Borda-Molina et al. (2019), onde o filo firmicutes foi 0 mais abundante para ambas enzimas,
mudancas significativas na composicdo da microbiota foram observadas nos géneros
Streptococcus, Lactobacillus e Clostridiaceae.

2.5 Modulagao da microbiota

As aves possuem uma microbiota complexa, cuja composi¢do e metabolismo variam
conforme os compartimentos intestinais com microambientes fisico-quimicos altamente
diferentes (APAJALAHTI E VIENOLA, 2016). A microbiota é considerada uma parte
essencial do ecossistema do trato gastrointestinal, funcionando como um 6rgéo adicional e
contribuindo para utilizacdo de nutrientes, melhoria do estado da saude e modulacéo
imunolégica do hospedeiro (STANLEY et al., 2014; SANCHEZ et al., 2017; JHA et al., 2019).

A microbiota intestinal forma uma barreira protetora ao se associar com o epitélio do
enterdcito; esse epitélio € coberto por uma camada de mucosa que quando bem estruturada e
intacta € um componente para defesa do organismo contra a colonizacdo de bactérias
patogénicas (SHANG et al., 2018; MAHMOOD E GUO, 2019). Segundo Jha et al. (2019) a
microbiota intestinal € de suma importancia para manter uma estrutura e produ¢do normal do
muco intestinal.

O sistema imunoldgico tem influéncia da microbiota e as comunidades microbianas
excluem através de competicao as bactérias patogénicas que se aderem a superficie do epitélio,
e acabam estimulando e regulando o sistema imunoldgico do hospedeiro. Um sistema
imunoldgico mais saudavel é devido a presenca de bactérias benéficas, sendo, portanto, capaz
de secretar imunoglobulinas A (IgA) que ira se ligar aos epitopos bacterianos e ajudam-no na
regulacdo da composicdo microbiana (MITCHELL E MOTETO, 2006; SUZUKI E
NAKAIJIMA, 2014).

Além disso as bacterias benéficas colonizam a fragdo indigestivel da dieta produzindo
produtos de fermentacdo nos quais 0s outros microrganismos se multiplicam e produzem &cidos
organicos de cadeia curta que, por sua vez, serdo utilizados pelo hospedeiro como fonte de
energia (BORDA-MOLINA et al., 2018).

Entretanto, a composicdo e a digestibilidade da dieta possui um grande impacto na
microbiota intestinal, uma vez que os compostos de origem alimentar sdo os substratos de
crescimento mais importantes para os microrganismos diferentes. As dietas sdo formuladas a

fim de atender as exigéncias nutricionais das aves, porém o manejo da microbiota por meio da
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dieta também pode desempenhar um papel importante na salde e no desempenho da ave
(APAJALAHTI E VIENOLA, 2016).

A interacdo entre a microbiota intestinal e a dieta das aves sdo bem estabelecidas, visto
que os fatores dietéticos sdo conhecidos por modificar a microbiota intestinal. A dieta tem um
impacto na microbiota intestinal das aves, pois 0s componentes da dieta que escapam da
digestdo e absorcdo do hospedeiro servem como substrato para o crescimento das bactérias
(PAN E YU, 2014).

No geral a fibra dietética altera o ambiente intestinal, fornecendo substratos e
plataformas de ligacdo para o crescimento microbiano, permitindo assim que as espécies
microbianas que séo capazes de utilizar esses substratos prosperem (DEEHAN et al., 2018).

A fibra presente nos alimentos tem um impacto na composicdo da microbiota, a
microbiota como um todo contribui para degradacao da fibra, no entanto, apenas as bacterias
desempenham esse papel mais eficiente (JHA et al., 2019). A variacao na estrutura quimica da
fibra tende a afetar sua utilizacdo pelas bactérias presentes, pois sdo necessérias enzimas
especificas, implicando que a microbiota tenha uma ampla capacidade de quebrar e utilizar
essas moléculas complexas (MAHMOOD E GUO, 2019).

A fibra solivel tem a capacidade de aumentar a viscosidade da digesta intestinal e o
tempo de transito, aumentando o bolo alimentar fazendo com que a digesta fique retida no
Iimen intestinal por mais tempo oferece oportunidade para a proliferacdo da microbiota seletiva
(JHA et al., 2019). Essas bactérias sdo capazes de hidrolisar carboidratos e polissacarideos
indigestiveis, permitindo a fermentacao posterior por outros membros do ecossistema intestinal
que produzem &cidos orgénicos de cadeia curta que, por sua vez, ficam disponiveis para o
hospedeiro (APAJALAHTI E VIENOLA, 2016).

Além da fibra diversos aditivos utilizados na dieta das aves podem afetar a microbiota
intestinal por estimular o crescimento de bactérias benéficas e consequentemente reduzir a
quantidade de patdégenos (BORDA-MOLINA et al., 2018). As enzimas exogenas além de
influenciar na participagdo de nutrientes para o hospedeiro, auxiliam por meio de sua agéo a
produzirem nutrientes para as populacbes bacterianas especificas (BEDFORD E
COWIENSON, 2012).

A utilizagao de enzimas, como a xilanase e a B- glucanase, sdo conhecidas por estimular
o0 crescimento de bactérias do acido lactico, essas se aderem ao epitélio intestinal diminuindo
assim a populagio de bactérias patogénicas (RODRIGUEZ et al., 2011; PAN E YU, 2014).

O acido fitico presente nas dietas das aves e a pouca capacidade das aves em produzir

fitase enddgena na mucosa do trato gastrointestinal leva a necessidade de suplementacdo com
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fitases microbianas que sdo benéficas pois catalisam a hidrolise de grupos fostato
(RODEHUTSCORD e ROSENFELDER, 2016), além disso a suplementacdo de fitase aumenta
a abundancia de Lactobacillus sp., Enterococcus sp. e Clostridum leptum (PTAK et al.,2015).

Gonzalez-Ortiz, et al. (2020), analisando a resposta de frangos de corte e perus
suplementadas com fitase em diferentes doses com ou sem xilanase, observaram que a xilanase
em frangos resultou em uma menor populacdo de Lactobacillus, mas aumentou Mollicutes,
Ruminococcus, Clostridiales e Bifidobacterium, entretanto em perus houve um aumento de
Lachnospiraceae, Lactobacillus e Bifidobacterium. A suplementacdo da dieta de perus com
doses crescentes de fitase ndo afetou a microbiota cecal ao contrario do que foi observado em
frangos de corte.

O efeito da suplementacdo de xilanase e probidtico em frangos de corte foi observado
por Machado et al. (2020), onde houve efeitos benéficos da suplementacdo, como a modulacéo
da microbiota ileal com maior frequéncia de bactérias Lactobacillales e uma menor viscosidade

intestinal, tendo um efeito positivo no ganho de peso.
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RESUMO

A fibra presente nos alimentos apresenta um impacto na composicdo da microbiota e 0 uso de
aditivos na dieta das aves pode modular a microbiota intestinal das aves, entretanto ainda sdo
escassas as informacOes sobre como a modificacdo da dieta e a utilizacdo de enzimas
influenciam o microbiota de codornas de corte com isso objetivou-se avaliar a modulacdo da
microbiota duodenal de codornas de corte alimentadas com dietas a base milho, farelo de trigo
e farelo de soja com a utilizagcdo ou ndo de xilanase e fitase. Foram utilizadas 224 codornas
europeias distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado com oito tratamentos, sete
repeticdes com quatro aves por unidade experimental. Os tratamentos consistiam em: Dieta 1 a
base de milho + F. de soja (T1); Dieta 1+ xilanase (T2); Dieta 1 + fitase (T3); Dieta 1 + fitase
+ xilanase (T4); Dieta 2 a base de trigo+ F. de soja (T5); Dieta 2 + xilanase (T6); Dieta 2+ fitase
(T7); Dieta 2+ fitase+ xilanase (T8). Aos 42 dias dez aves de cada tratamento foram abatidas
para coleta do contetdo intestinal, apds a coleta foi realizado um pool, onde as amostras foram
identificadas, congeladas e armazenadas em tubo falcon e encaminhada ao laboratorio
Neoprospecta Microbiome Technologies para a analise da microbiota. As alteracfes da dieta e
0 uso das enzimas afetaram a composicao microbiana, houve maior predominancia dos géneros
Streptococcus e Lactobacillus e das espécies Lactobacillus agilis, Streptococcus macedonicus
e Lactobacillus salivarius, porém, o uso de xilanase na dieta com milho obteve predominancia
de S. macedonicus seguido de L. agilis e L. salivarius, entretanto na dieta com trigo ocorreu
uma predominancia das espécies L. agilis e L. salivarius, a utilizacdo de fitase na dieta com
milho apresentou maior dominio de L. agilis, ao substituir o milho pelo trigo o houve dominio
de S. macedinicus, entretanto, a associacdo das duas enzimas proporcionou uma maior
quantidade de L. salivarius e L. agilis com diferentes proporcdes entre as dietas a base de milho
ou trigo. A utilizacdo de farelo de trigo com o uso de fitase e xilanase modula a microbiota de
codornas europeias, havendo abundancia de bactérias especificas (L. agilis, L. salivarius e S.
macedonicus) e dominancia de bactérias do &cido lactico que podem ser um atributo para
promocdo de beneficios a salide intestinal das aves.

Palavras-chave: enzimas exogenas; lactobacillus; I. agilis; l.salivarius.
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ABSTRACT

The fiber present in food has an impact on the composition of the microbiota and the use of
additives in the poultry diet can modulate the intestinal microbiome of the birds, however, there
is still little information on how the modification of the diet and the use of enzymes influence
the microbiome of broiler quails. The objective of this study was to evaluate the modulation of
the duodenal microbiota of broiler quails fed with wheat-based diets associated with enzymes.
224 European quails were used, distributed in a completely randomized design with eight
treatments, seven replications with four birds per experimental unit. The treatments consisted
of: Diet 1 based on corn + soybean F. (T1); Diet 1+ xylanase (T2); Diet 1 + phytase (T3); Diet
1 + phytase + xylanase (T4); Diet 2 based on wheat+ soybean F. (T5); Diet 2 + xylanase (T6);
Diet 2+ phytase (T7); Diet 2+ phytase+ xylanase (T8). At 42 days, ten birds from each treatment
were slaughtered to collect the intestinal contents after collection, a pool was performed, where
the samples were identified, frozen and stored in a falcon tube and sent to the Neoprospecta
Microbiome Technologies laboratory for analysis of the microbiota. Changes in the diet and
the use of enzymes affected the microbial composition, there was a greater predominance of
the genera Streptococcus and Lactobacillus and the species Lactobacillus agilis, Streptococcus
macedonicus and Lactobacillus salivarius, however, the use of xylanase in the corn diet
obtained a predominance of S. macedonicus followed by L. agilis and L. salivarius, however
in the wheat diet there was a predominance of L. agilis and L. salivarius species, the use of
phytase in the corn diet showed a greater domain of L. agilis, when replacing corn with wheat
o there was dominance of S. macedinicus, however, the association of the two enzymes
provided a greater amount of L. salivarius and L. agilis with different proportions between corn
or wheat diets. The use of wheat bran with the use of phytase and xylanase modulates the
European quail microbiota, with an abundance of specific bacteria (L. agilis, L. salivarius and
S. macedonicus) and dominance of bacteria from the lactic acid that can be an attribute to
promote the intestinal health benefits of birds.

Key words: exogenous enzymes; lactobacillus; 1. agilis; I. salivarius.
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1. INTRODUCAO

Muitas estratégias séo utilizadas a fim de manter a eubiose intestinal, entre elas esta a
modificacdo da dieta com o uso de fontes de fibras, favorecendo a multiplicacdo de bactérias
benéficas (SHANG et al., 2018). A fibra influencia a modificacdo da microbiota através do
tempo de transito, pois uma digesta retida no lumen intestinal por mais tempo oferece
oportunidade para a proliferacdo da microbiota seletiva (JHA et al., 2019).

O uso de enzimas exdgenas € realizado na nutricdo animal com o intuito de reduzir os
efeitos antinutricionais, porém suas acfes também podem afetar a microbiota das aves, a
xilanase por exemplo, degrada os arabinoxilanos presentes na parede celular dos vegetais,
ocorrendo a liberacdo dos xilo-oligossacarideos (XOS), onde a fermentacdo desses mostrou um
efeito positivo sobre a composicdo e atividade microbiana, sugerindo um efeito prebidtico
(AACHARY E PRAPULLA, 2010; MORGAN et al., 2017), e servindo como moléculas
sinalizadoras de grupos especificos de bactérias benéficas resultando na producdo de acidos
organicos de cadeia curta (SAMANTA et al., 2015). Ja o uso da fitase também ocasiona a
modulacdo da microbiota intestinal de frango estando relacionado com os niveis de fésforo e
calcio na dieta (PTAK et al., 2015).

O uso da fibra e de enzimas como xilanase e fitase para frangos e perus demonstraram
efeitos na modificagdo do ecossistema intestinal (PTAK et al., 2015; VERMEULEN et al.,
2018; RIBEIRO, et al., 2018; GONZALEZ-ORTIZ, G. et al., 2020; MACHADO et al., 2020),
mas comparativamente pouco se sabe sobre os efeitos da modulacéo da microbiota de codornas
por meio da dieta.

Diante do exposto, 0 uso de fibra e aditivos nas dietas pode ser interessante na alteragéo
da microbiota intestinal de codornas de corte, desse modo, objetivou-se avaliar a modulacdo da
microbiota de codornas de corte alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo

de trigo com a utilizacdo ou ndo de xilanase e fitase.
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2. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos desta pesquisa foram aprovados pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Estadual de Santa Cruz (CEUA/UESC), sob protocolo de numero
038/18.

2.1 Aves, dietas experimentais e desenho experimental

O experimento foi conduzido no setor de pesquisa com aves, localizado na Comisséo
Executiva de Planejamento da Lavoura Cacaueira (CEPLAC), situada na rodovia Ilhéus-
Itabuna.

Foram adquiridas 300 codornas, ndo sexadas, com um dia de idade da linhagem europeia
(Coturnix coturnix), provenientes da granja Fujikura, localizada no estado de S&o Paulo. Essas
aves foram alojadas no piso, em circulo de protecéo, recebendo racdo a base de milho e farelo
de soja e 4gua a vontade.

Aos sete dias de idade, com peso médio de 49.933+0.641g, 224 aves foram alojadas em
gaiolas de arame galvanizado (40x30x20cm), possuindo comedouros de PVC, bebedouros
automaticos e bandeja coletora de excreta. O fotoperiodo adotado foi de 24 horas luz (natural
+ artificial).

As codornas foram distribuidas em oito tratamentos, sete repeticdes de quatro aves, a
dieta experimental a base de milho/farelo de soja, trigo/farelo de soja com o uso ou néo de fitase
e xilanase (Tabela 1), as ra¢des foram formuladas para atender os requerimentos nutricionais
para codornas europeias (SILVA et al., 2012). As enzimas foram introduzidas na formulacdo
das dietas de forma on top em substitui¢do percentual ao inerte de acordo com a recomendacao
do fabricante.

Os tratamentos foram distribuidos a partir de um delineamento inteiramente
casualizado: Dieta 1 a base de milho + F. de soja (T1); Dieta 1+ xilanase (T2); Dieta 1 + fitase
(T3); Dieta 1 + fitase + xilanase (T4); Dieta 2 a base de trigo+ F. de soja (T5); Dieta 2 + xilanase
(T6); Dieta 2+ fitase (T7); Dieta 2+ fitase+ xilanase (T8). As dietas experimentais ndo
continham nenhum coccidiostatico, antibiético ou qualquer outro promotor de crescimento.

A composicdo quimica de amostras de racdo foi determinada de acordo a metodologia
da Association of Official Analytical Chemist (AOAC, 1997) (Tabela 2).
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Tabela 1. Composicao centesimal e nutricional de dietas para codornas europeias a base de
milho, farelo de soja e farelo de trigo com a utilizacdo ou nao de xilanase e fitase.

Ingredientes

Milho + Farelo de soja

Trigo + Farelo de soja

T1" T2" T3" T4" T5" T6" T7" T8"
Milho 61,826 61,826 61,826 61,826 - - - -
Farelo de soja 34,293 34,293 34,293 34,293 33,066 33,066 33,066 33,066
Farelo de Trigo - - - - 49,634 49,634 49,634 49,634
Oleo vegetal 0,738 0,738 0,738 0,738 14,570 14570 14,570 14,570
Fosfato dicalcico 1,291 1,291 1291 1,291 0,685 0,685 0,685 0,685
Calcério 0,867 0,867 0,867 0,867 1,129 1,129 1,129 1,129
DL-Metionina 0,309 0,309 0,309 0,309 0,308 0,308 0,308 0,308
L-Lisina 0,137 0,137 0,137 0,137 0,063 0,063 0,063 0,063
Sal 0,380 0,380 0,380 0,380 0,387 0,387 0,387 0,387
Premix 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080 0,080
vitaminico
Premix mineral? 0,060 0,050 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060 0,050
Xilanase® 0,010 0,010 0,010 0,010
Fitase? 0,020 0,020 0,020 0,020
Areia lavada 0,030 0,020 0,010 - 0,030 0,020 0,010 -
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicdo Calculada Milho + Farelo de soja Trigo + Farelo de soja
T1" T2" T3" T4" T5" T6" T7" T8"
Proteina Bruta % 20,956 20,956 20,956 20,956 22,926 22,926 22,926 22,926
Fibra Bruta % 2,925 2925 2925 2925 6,584 6,584 6,584 6,584
Caélcio % 0,750 0,750 0,750 0,750 0,750 0,750 0,750 0,750
ngforq % 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350 0,350
Disponivel
E. Met. Aves kcal’lkg 2.950 2950 2950 2.950 2.950 2.950 2.950 2.950
Arg Dig. Aves % 1,318 1,318 1,318 1,318 1,318 1,318 1,318 1,318
lle Dig. Aves % 0,820 0,820 0,820 0,820 0,820 0,820 0,820 0,820
Lys Dig. Aves % 1,140 1,140 1,140 1,140 1,140 1,140 1,140 1,140
Met Dig. Aves % 0,606 0,606 0,606 0,606 0589 0,589 0,589 0,589
M+C Dig. Aves % 0,890 0,890 0,890 0,890 0,890 0,890 0,890 0,890
Thr Dig. Aves % 0,707 0,707 0,707 0,707 0,707 0,707 0,707 0,707
Trp Dig. Aves % 0,232 0,232 0,232 0,232 0,232 0,232 0,232 0,232
Val Dig. Aves % 0,880 0,880 0,880 0,880 0,880 0,880 0,880 0,880
Sodio % 0,170 0,170 0,270 0,170 0,170 0,170 0,170 0,170
Cloro % 0,274 0,274 0,274 0,274 0,274 0,274 0,274 0,274
Potassio % 0,801 0,801 0,801 0,801 1,116 1,116 1,116 1,116

“T1- Milho+F. de soja (dieta 1); T2- Dieta 1+ xilanase; T3- Dieta 1+fitase; T4-Dieta 1+ fitase+ xilanase; T5-F.de
trigo+F. de soja (dieta 2); T6-Dieta 2+ xilanase; T7- Dieta 2+ fitase; T8- Dieta 2+ fitase+ Xilanase;
Premix vitaminico (concentragdo/kg de produto): Vit. A - 15 mil Ul, Vit. D3 - 1,500,000 UI. Vit. E - 15000;
Vit.B1 - 2.0 g, Vit. B2- 4.0 g Vit. B6 - 3.0 g, Vit. B12 - 0015 g, &cido nicotinico - 25 g, acido pantoténico - 10 g;
2Vit.K3 - 3.0 g, acido folico - 1.0 g. 2Premix Mineral (concentragio/kg de produto): Mn - 60 g, Fe - 80 g, Zn - 50
g,Cu-109g,Co-2g,1-1geSe-250mg.3Econase XT® 9.600 BXU/kg de xilanase, AB Vista, Wiltshire, UK,

derivada do fungo Trichoderma reesei; 4 Quantum Blue, fitase de E. coli com contribuicdo da enzima de 500 FT,

AB Vista.



40

Tabela 2. Composicdo quimica analisada dietas para codornas europeias a base de milho, farelo
de soja e farelo de trigo com a utilizacdo ou nao de xilanase e fitase.

composicao .y g+ 73x T4r TsS* Ter  Tr T8

guimica

Proteina Bruta 1925 20,11 1945 19,65 20,78 20,01 21,43 20,59
Fibra Bruta 3,02 2,98 3,34 3,07 7,03 7,39 7,12 7,05
Célcio 0,73 0,75 0,76 0,77 0,76 0,75 0,76 0,73
Fosforo total 0,37 0,36 0,36 0,37 0,37 0,38 0,37 0,38
Energia bruta 2986,2 28974 2964,3 2970,4 2984,2 28957 29548 29495
Lisina 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Metionina 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Treonina 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7
Triptofano 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Valina 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Arginina 14 14 14 14 14 14 14 14
PNA’s 967,8 964,9 970,3 962,1 1032,3 10485 10284 10429
Fitase, FTU/Kg <50 <50 2481 2390 <50 <50 2417 2498

Xilanase, BXU/Kg <50 16250 <50 16149 <50 16054 <50 16200
“T1- Milho+F. de soja (dieta 1); T2- Dieta 1+ xilanase; T3- Dieta 1+fitase; T4-Dieta 1+ fitase+ xilanase; T5-F.de

trigo+F. de soja (dieta 2); T6-Dieta 2+ xilanase; T7- Dieta 2+ fitase; T8- Dieta 2+ fitase+ Xilanase.
2.2 Coleta de amostra e analise da microbiota do intestino delgado

Foram selecionadas dez aves de cada tratamento, sacrificadas por deslocamento cervical
para a coleta do contetido duodenal. Apds a coleta da amostra foi realizado um pool, congelados
e armazenado em tubo falcon. Os mesmos foram identificados conforme cada tratamento,
armazenados sob refrigeracdo e enviados ao laboratorio Neoprospecta Microbiome
Technologies (Florianopolis, Brasil).

As bacterias foram identificadas por meio de sequenciamento de alto rendimento da
regido 16S rRNA V3-V4 com um protocolo préprio (Neoprospecta Microbiome Technologies,
Brasil). A amplificacdo da regido 16S rRNA V3-V4 foi realizada utilizando os primers 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) e 806R (GGACTACHVGGGTWTCTAAT). As bibliotecas de
rRNA 16S foram sequenciadas usando o MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., EUA) com
o kit V2, 300 Cycles, sequenciamento de extremidade Unica. As sequéncias foram analisadas
usando um pipeline préprio (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).

Resumidamente, todas as leituras foram submetidas individualmente a um filtro de
qualidade, baseado na soma dos erros de probabilidades das bases do DNA, permitindo no
méaximo 1% de erros acumulados. Posteriormente, as sequéncias de DNA correspondentes aos
adaptadores Illumina foram removidas. As sequéncias resultantes que apresentaram 100% de
identidade foram agrupadas e utilizadas para identificacdo taxondmica, usando um banco de
dados de sequéncias de rRNA 16S da empresa (NeoRef, Neoprospecta Microbiome

Technologies, Brasil).
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2.3 Isbmeros de fitato e pH

Para determinacdo do pH da digesta presente no intestino delgado foi utilizado um
pHmetro digital microprocessado Gehaka modelo PG 1800 (Brasil). Ligas foram colocadas nas
extremidades do duodeno para que nao houvesse a mistura do conteido com outras partes, 0
contetdo da digesta foi homogeneizado para a mensuragdo do pH.

Para determinacdo do fosfato de inositol, as aliquotas de dois mililitros dos
sobrenadantes foram diluidas com agua para dar um volume final de 60 mL. Toda a solucéo foi
aplicada a uma coluna (0,7 x 15 cm) contendo 0,5 g de resina AG 1-X4 200-400 mesh. A coluna
foi lavada com 25 mL de &gua e 25 mL de HCI 25 mM. Em seguida, os fosfatos de mio-inositol
foram diluidos com 25 mL de HCI 2 M. Os exudatos obtidos foram concentrados em evaporador
a vacuo e dissolvidos em 1 mL de d4gua. Em seguida, 20 uL das amostras foram cromatografadas
em Ultrasep ES 100 RP18 (2 x 250 mm). A coluna foi executada a 45 ° C ¢ 0,2 mL min — 1 de
um eluente consistindo em &cido férmico / metanol / 4gua / hidréxido de tetrabutilaménio (44:
56:5:1,5v/v), pH 4,25, conforme descrito por Sandberg e Ahderinne (1986).

2.4 Desempenho e rendimento de carcaga

O consumo de racdo foi obtido pela diferenca entre a racdo fornecida de cada semana e
as sobras das racOes. Para determinacdo do ganho de peso, as aves foram pesadas
semanalmente. A conversao alimentar foi obtida atraves da relacao entre o consumo de racéo e
0 ganho de peso das aves a cada semana.

Aos 42 dias de idade as aves foram pesadas e submetidas a um periodo de jejum de 8
horas, com excec¢do das aves que foram destinadas a coleta de conteudo intestinal para analise
de microbiota. Ap6s o periodo de jejum, dez aves de cada tratamento foram selecionadas
aleatoriamente, pesadas e abatidas. O rendimento de carcaca foi calculado em relacdo ao peso
vivo das codornas e os rendimentos das visceras comestiveis (coragdo, figado e moela) em

relacdo ao peso da carcaga.

2.5 Analise estatistica
A analise estatistica da microbiota foi realizada através da analise de permanova baseada
no indice de similaridade de Bray-Curtis foi usada para comparar a composicao de espécies
entre os tratamentos. Para avaliar a similaridade entre os recifes e as subzonas intertidais, uma
analise de agrupamento foi realizada usando o método de grupo de pares ndo ponderados com
média aritmética (UPGMA), que € baseado no indice de dissimilaridade de Bray-Curtis (Bray
e Curtis, 1957; Oksanen et al., 2016; Valentin, 1995). O ajuste entre a matriz de dissimilaridade
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e o dendrograma foi avaliado por meio do coeficiente de correlagdo cofenética (r) (Sokal e
Rohlf, 1962).

Todos os dados foram analisados usando a andlise de variancia (ANOVA) através do
procedimento do modelo linear geral do software SAS 8 (SAS, 1999). As diferencas entre as
médias foram determinadas pelo teste de SNK e foram consideradas estatisticamente

significativas quando P <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Microbiota intestinal

A diversidade de filo, classe, ordem e familia da microbiota duodenal de codornas de
corte aos 42 dias de idade sdo apresentados, respectivamente, nas tabelas 3 e 4. Os filos que
compuseram a comunidade microbiana duodenal foram: Firmicutes, Proteobacteria e
Actinobacteria, sendo o filo Firmicutes o mais abundante compondo 99% dos filos, cujas
classes que o constituiu foram Bacilli (99%) e Clostridia. Proteobacteria foi o segundo maior
filo, representado pelas classes  Alphaproteobacteria,  Betaproteobacteria e
Gammaproteobacteria,

Tabela 3. Diversidade de filo e classe presente na microbiota duodenal de codornas europeias
aos 42 dias idade alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com

a utilizacdo ou ndo de xilanase e fitase.

- Diversidade (%)*
Identificacdo

T1 T2" T3" T4 T5" T6" T7" T8"

Filo

Firmicutes 9988 9996 99,96 99,98 99,73 99,64 93,40 99,68
Proteobacteria 0,08 0,03 0,01 0,012 0,24 0,29 6,29 0,24
Actinobacteria 0,04 0,02 0,03 0,005 0,03 0,07 0,19 0,07
Classe

Actinobacteria 0,04 0,02 0,03 0,00 0,03 0,07 0,19 0,07
Alphaproteobacteria 0,04 0,01 0,01 0,01 0,07 0,10 0,06 0,13
Bacilli 99,88 99,95 99,95 99,98 99,57 99,60 93,14 99,68
Betaproteobacteria 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,19 0,00
Clostridia 0,00 0,01 0,02 0,0 0,15 0,04 0,25 0,00

Gammaproteobacteria 0,04 0,01 0,00 0,00 0,15 0,18 6,04 0,12

Yvalores 0,00 correspondem & valores inferiores a 0,01’ *T1- Milho+F. de soja (dieta 1); T2- Dieta 1+

xilanase; T3- Dieta 1+fitase; T4-Dieta 1+ fitase+ xilanase; T5-F.de trigo+ F. de soja (dieta 2); T6-Dieta 2+

xilanase; T7- Dieta 2+ fitase; T8- Dieta 2+ fitase+ xilanase.

Em relacéo a diversidade de ordem e familia houve uma predominancia da ordem dos
Lactobacillales, dominante em todos os tratamentos. As familias mais abundantes encontradas
foram: Lactobacillaceae (54,2%), Streptococcaceae (43,9%) e Enterococcaceae (0,86%).
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Tabela 4. Diversidade de ordem e familia presentes na microbiota duodenal de codornas
europeias aos 42 dias idade alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de

trigo com a utilizacdo ou nao de xilanase e fitase.

Identificacéo Diversidade (%)*

Ordem T1" T2" T3" T4" T5" T6" T7" T8"
Actinomycetales 0,04 0,02 0,03 0,00 0,03 0,03 0,19 0,07
Burkholderiales 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,19 0,00
Clostridiales 0,00 0,01 0,02 0,00 0,15 0,04 0,25 0,00
Enterobacteriales 0,02 0,01 0,00 0,00 0,15 0,17 5,91 0,09
Lactobacillales 99,86 99,94 99,94 99,97 99,57 9958 92,89 99,67
Rhodobacterales 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,06 0,04
Rhodospirillales 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,06 0,04
Xanthomonadales 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,02

Familia
Acetobacteraceae 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,06 0,04
Burkholderiaceae 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 0,02 0,19 0,00
Corynebacteriaceae 0,02 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00 0,13 0,01
Enterobacteriaceae 0,02 0,01 0,00 0,00 0,15 0,17 5,91 0,09
Enterococcaceae 0,36 1,06 0,04 0,01 0,59 0,40 0,57 3,87
Lactobacillaceae 35,57 20,50 68,07 99,33 8,25 9896 19,43 83,48
Rhodobacteraceae 0,03 0,00 0,01 0,00 0,02 0,00 0,00 0,02
Ruminococcaceae 0,00 0,01 0,02 0,00 0,01 0,04 0,25 0,00
Streptococcaceae 63,93 78,38 31,82 0,62 90,73 022 7289 12,33
Xanthomonadaceae 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,02

Yvalores 0,00 corresponde a valores inferiores a 0,01; “T1- Milho+F. de soja (dieta 1); T2- Dieta 1+ xilanase;

T3- Dieta 1+fitase; T4-Dieta 1+ fitase+ xilanase; T5-F.de trigo+ F. de soja (dieta 2); T6-Dieta 2+ xilanase; T7-

Dieta 2+ fitase; T8- Dieta 2+ fitase+ xilanase.

Ao nivel de género tém-se a presenca de diversos géneros de bactérias, com destaque
para dois géneros presentes, Lactobacillus e Streptococcus, conforme Figura 1. As enzimas
xilanase e fitase, isoladas ou associadas, mostram influéncia importante na microbiota intestinal
dessas aves.

A dieta de milho com xilanase (dieta 1 mostrou cerca de 80% de bactérias do género
Streptococcus e em torno de 20% do género Lactobacillus. Ao substituir totalmente o milho
por trigo na dieta, a xilanase promoveu uma reducdo acentuada de bactérias do género
Streptococcus, permanecendo os Lactobacillus quase na sua totalidade da microbiota.

A fitase na dieta com milho apresentou uma proporgéo de 30% de Streptococcus e 70%
de Lactobacillus. Em contrapartida, na dieta com trigo, a propor¢do mudou, com cerca de 70%

de Streptococcus e 20% de Lactobacillus, com presenca de outros géneros de bactérias.
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O uso associado de xilanase e fitase promoveu maior proporc¢éo de Lactobacillus nas
dietas a base de trigo e especialmente na dieta de milho, sendo essa Gltima com maior nimero
de sequencias observadas em relacdo a outra dieta. Na dieta a base de trigo o género

Enterococcus teve quase 5% no perfil.
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M Facklamia M Globicatella M Vagococcus m Weissella o Clostridium M Subdoligranulum
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M Yersinia

Figura 1. Géneros de bactérias presentes na microbiota duodenal de codornas europeias aos
42 dias idade alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a

utilizagdo ou ndo de xilanase e fitase.

Embora tenha sido verificado a presenca de diversas espéecies de bactérias, trés espécies
se destacaram, Lactobacillus agilis, Streptococcus macedonicus, Lactobacillus salivarius
(Figura 2). As modificagGes na dieta e a associagdo ou ndo das enzimas mostraram grande

influéncia na proporgéo das espécies.
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Figura 2. Espécies de bactérias presentes na microbiota duodenal de codornas europeias aos
42 dias idade alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a

utilizacdo ou néo de xilanase e fitase.

A dieta com milho e xilanase apresentou cerca de 78% da espécie Streptococcus
macedonicus, 16% de Lactobacillus agilis e 4,20% Lactobacillus salivarius, entretanto, ao
substituir o milho pelo trigo com xilanase ocorreu a reducéo acentuada de (35,01%).

A utilizacao da fitase na dieta com milho teve uma maior propor¢éo de Lactobacillus
agilis (64%), Streptocuccus macedonicus (31%) e Lactobacillus salivarius (3%). Por outro
lado, a dieta com trigo e fitase, alterou essa proporcao para 72% Streptocuccus macedonicus,

19% Lactobacillus agilis e a presenca em menor quantidade de outras espécies.
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A associacgdo das duas enzimas proporcionou uma maior quantidade de Lactobacillus
salivarius e Lactobacillus agilis nas dietas a base de trigo (68% e 14%) e principalmente na
dieta com milho (65% e 33%).

3.2 Anélise de Similaridade

Na analise dos dados pela similaridade entre os tratamentos, observa-se diferencas entre
os tratamentos (p=0,026). Conforme o dendograma apresentado (Figura 4), quando se compara
dietas a base de milho e farelo de soja (tratamentos 1, 2, 3 e 4), dois clusters sdo formados, o
primeiro com os tratamentos 1 e 2, e 0 outro com os tratamentos 3 e 4, diferindo entre si. A
xilanase ndo alterou a microbiota quando em uso isolado (T2 vs T1), tampouco quando em uso

associado com a fitase (T3 vs T4).
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Figura 3. Analise de similaridade entre a microbiota duodenal de codornas europeias aos 42
dias idade alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a

utilizacdo ou néo de xilanase e fitase. Coeficiente de correlacdo= 0.86.

Analisando as dietas com farelo de trigo e farelo de soja (tratamentos 5, 6, 7 e 8),
percebe-se uma similaridade entre os tratamentos 6 e 8, ou seja, com uso isolado de xilanase e

associado com fitase, 0 que mostra auséncia de impacto da associacéo da fitase nessa base de
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dieta em diferenciar a microbiota. Ao mesmo tempo, a dieta com uso isolado de fitase (T7)
diferiu de todas as demais dietas avaliadas, e o0 com uso associado com Xxilanase teve

similaridade proxima as dietas com milho e farelo de soja sem e com xilanase em uso isolado.

3.3 Isdbmeros de fitato e pH

A tabela 5 apresenta os dados de pH e concentracgao de isdmeros de fitato na digesta de
codornas europeias. Houve diferenca (P<0,05) no pH duodenal. Aves que foram alimentadas
com dieta 1 com suplementacdo de xilanase apresentaram maior pH, semelhante as demais
dietas, diferindo somente da dieta 2+ fitase e dieta 2 + fitase +xilanase.

A concentracdo de IP6 foi maior na dieta com farelo de trigo + farelo de soja, ndo
diferindo das dietas a base de milho + farelo de soja e milho + farelo de soja + xilanase, a
utilizacdo de farelo de trigo com utilizacdo de xilanase e fitase apresentou a menor
concentracdo. Houve efeito significativo (P<0,05) para IP5 onde as dietas a base de milho +
farelo de soja apresentou a maior concentracdo nédo diferindo das com milho utilizando fitase,
xilanase e dieta com farelo de trigo + farelo de soja, entretando a dieta com farelo de trigo com
associacdo das enzimas apresentou a menor concentracdo nao diferindo das que foram utilizada

farelo de trigo utilizando fitase, xilanase e milho com associagéo das enzimas.

Tabela 5. pH e concentracdo de isdmeros de fitato na digesta de codornas europeias aos 42 dias
idade alimentadas com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a utilizacdo

ou ndo de xilanase e fitase.

Tratamentos pH IP6 IP5 IP4 IP3
Dieta 1 (Milho + F. soja) 6,32 7,0% 1,72 1,02 0,486
Dieta 1+ Xilanase 6,42 6,92 1,52 0,9% 0,414¢
Dieta 1+ Fitase 6,280 6,50¢ 1,52 0,82b¢ 0,386
Dieta 1+ Xil.+Fit. 6,22¢ 5,9¢ 1,00 0,5¢d 0,186¢
Dieta 2 (F. trigo + F. soja) 6,3% 7.4 1,58 0,8%c 0,757
Dieta 2+ Xilanase 6,230¢ 6,5° 0,9° 0,60 0,671
Dieta 2+ Fitase 6,00¢ 5,4¢% 1,00 0,3¢ 0,471
Dieta 2+ Xil.+Fit. 5,9¢ 4,88 0,7° 0,5¢d 0,300
Valor de P 0,0004 <0,001 <0,001 0,0010 <0,001

EPM 0,06 0,13 0,09 0,08 0,04

C.V.(%) 2,91 5,81 19,58 32,33 28,48

As concentracGes de IP4 foram menores nas dietas a base de milho + farelo de soja,
milho utilizando xilanase, fitase e farelo de trigo + farelo de soja, a menor concentragéo foi na

dieta a base de farelo de trigo+ farelo de soja com fitase, porém nao diferiu das dietas a base de
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trigo com associagdo das enzimas, com o uso de xilanase e da dieta com milho associada as
enzimas. Houve efeito significativa para IP3 onde as maiores concentracdes foram com o uso
de farelo de trigo+ farelo de soja e farelo de trigo com o uso de xilanase, entretanto as menores
concentracOes foi na dieta com o uso de milho + farelo de soja com associa¢do das enzimas,

nédo diferindo de milho+ farelo de soja + fitase e farelo de trigo com associagéo das enzimas.

3.4 Desempenho e caracteristicas de carcaca

O efeito dos tratamentos sobre 0 desempenho de codornas europeias na fase de 7 a 42
dias sdo apresentados na tabela 6. Houve efeito (P<0,05) para ganho de peso, onde as aves que
receberam dieta com farelo de trigo com o uso associado de fitase e xilanase apresentaram um
maior ganho de peso, mas nédo diferiu das aves que receberam farelo de trigo com o uso de
fitase.

As aves que receberam racdo a base de farelo de trigo com associacdo das enzimas
apresentaram um maior consumo de ra¢do quando comparada com os demais tratamentos.
Houve efeito (P<0,05) para conversdao alimentar, as aves que apresentaram uma melhor
conversao alimentar foram as que receberam dieta a base de farelo de trigo.

O maior peso vivo final foram das aves que receberam a dieta a base de farelo de trigo
+ farelo de soja e farelo de trigo com associagéo de fitase e xilanase, porém n&o houve diferenca
das aves que receberam farelo de trigo e fitase.

Tabela 6. Desempenho de codornas europeias dos 7 aos 42 dias de idade alimentadas com

dietas a base de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a utilizacdo ou ndo de xilanase e

fitase.
Peso vivo final Ganho de Consumo de Co_nversao
Tratamentos ~ alimentar
(g/ave) peso (g/ave) racao (g/ave) (ka/kg)
Dieta 1 (Milho+ F. soja) 277,50 228,10 779,42 3,41P
Dieta 1+ Xilanase 282,3b 233,00 811,72 3,48P
Dieta 1+ Fitase 287,50 236,8° 812,32 3,43°
Dieta 1+ Xil.+Fit. 284.3b 233,40 816,82 3,49°
Dieta 2 (F. trigo+ F. soja) 311,8° 262,42 813,52 3,112
Dieta 2+ Xilanase 274,72 224,82 764,92 3,42°
Dieta 2+ Fitase 2922 242.6® 817,62 3,38P
Dieta 2+ Xil. + Fit. 313,82 263,32 878,7° 3,340
P 0,0002 0,0003 0,0001 0,0125
EPM 6,59 6,64 12,62 0,07
C.V(%) 6,01 7,30 4,12 5,49

Os resultados referentes ao rendimento de carcaca e visceras comestiveis (coracédo, figado e

moela) relativo a carcaca de codornas de corte aos 42 dias sdo apresentados na tabela 7. Houve



50

efeito para o peso de carcaca onde as aves que foram alimentadas com farelo de trigo com o
uso das enzimas apresentou um maior peso de carcaca, ndo diferindo dos demais tratamentos,
mas as aves que receberam farelo de trigo com xilanase apresentaram um menor peso de

carcaca.

Tabela 7. Rendimento de carcaca e pesos das visceras comestiveis (coracdo, figado e moela)
relativos a carcaca de codornas europeias aos 42 dias de idade alimentadas com dietas a base

de milho, farelo de soja e farelo de trigo com a utilizacdo ou ndo de xilanase e fitase.

Pesode Rendimento Rendimento Rendimento Rendimento

Tratamentos carcaca de carcaca de coracéo de figado de moela

(g/ave) (%) (%) (%) (%)
Dieta 1 (Milho+ F. de soja)  193,2% 71,12 1,7 5,2 3,20
Dieta 1+ Xilanase 194,62 71,12 1,9 4,7 3,0°
Dieta 1+ Fitase 191,3® 73,12 1,9 4.4 2,9
Dieta 1+ Xil.+Fit. 193,52 72,12 1,9 4,7 3,1°
Dieta 2 (F. trigo+ F. de soja) 202,82 67,1° 1,8 4,6 3,5%
Dieta 2+ Xilanase 183,4P 71,42 1,9 4.1 3,5%
Dieta 2+ Fitase 192,7% 71,22 2,4 4,6 4,12
Dieta 2+ Xil. + Fit. 216,78 70,62 1,8 4,1 3,4

P 0,0524 0,0055 0,0810 0,1793 0,0002
EPM 6,78 0,98 0,13 0,29 0,18

C.V(%) 10,94 4,38 22,27 19,98 17,22

O menor rendimento de carcaca foi das aves que receberam a dieta a base de farelo de trigo e
farelo de soja. N&o houve diferenca significativa para o rendimento de coracao e figado, mas o
rendimento de moela onde as aves que apresentaram um maior rendimento de moela foram as

aves que receberam a dieta a base de farelo de trigo e fitase.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, as modificacBes das bases nutricionais e a utilizacdo das enzimas
alteraram o perfil microbiano presente no duodeno das aves, mostrando dominancia
principalmente do filo Firmicutes, da classe Bacilli ordem Lactobacillales, familia
Lactobacillaceae e Streptococcaceae, dos géneros Lactobacillus e Streptococcus e espécie
Streptococcus macedonicus, Lactobacillus agilis e Lactobacillus salivarius.

Bactérias do filo Firmicutes sdo envolvidas na decomposicdo de polissacarideos
indigestiveis pelo sistema enziméatico do hospedeiro, como o amido e a celulose, estudos
mostram que o filo Firmicutes tem uma capacidade de coletar energia advinda da dieta
(JUMPERTZ et al., 2011; ALLEN & STANTON 2014). Yoeman et al. (2012) relatam que as
familias bacterianas predominantes foram Lactobacillus spp., constituindo mais de 90% das
bactérias presentes no duodeno e jejuno de frangos.

As Proteobacteria foram o grupo de menor constituinte dentro dos filos encontrados da
comunidade microbiana duodenal, este grupo inclui muitas bactérias patogénicas, como
Escherichia coli, Salmonella, Vibrio cholerae, Helicobacter, etc., indicando que um aumento
de Proteobacteria pode ser um sinal de doencas no hospedeiro (SHIN, et al., 2015), portanto,
uma menor abundancia desse filo pode indicar que as codornas tiveram um desenvolvimento
satdavel.

Houve um dominio de bactérias do acido lactico que sdo comumente consideradas seguras
para 0s animais e possuem uma acao probidtica no trato gastrointestinal (GIRAFFA, 2014). A
presenca de Lactobacillus influenciam no aumento da producédo de mucina atraves da sintese
de glicosidades, glicosulfatases e proteases especificas, uma boa estrutura em sua producao
melhora a barreira intestinal, visto que microrganismos patogénicos sdo impedidos devido a
densa camada de mucosa (FORDER et al., 2007; CHEN et al., 2013).

Os Streptococcus mostram ter atividade na degradacéo dos polissacarideos ndo amilaceos
presente nos grdos servindo como fonte energética para as aves (LI et al., 2019; FERNANDES
et al., 2020).

A composic¢do bacteriana presente no duodeno das codornas que receberam racdo a base
de milho e farelo de soja (64% de Streptococcus e 36% de Lactobacilus) diferiram das que
receberam trigo e farelo de soja (90% Streptococcus e 8% Lactobacillus), isso pode ter relacdo
com o tempo de transito, pois ele € um provavel fator que modifique a composi¢ao microbiana,
visto que a fibra aumenta a viscosidade da digesta e o tempo de transito, um maior tempo da
digesta retida oferece uma oportunidade para multiplicacdo da microbiota seletiva, 0s

carboidratos complexos e os polissacarideos indigestiveis fornecem substrato fermentativo
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para a microbiota, impactando na sua composigdo e diversidade, as comunidades microbianas
degradam e fermentam os carboidratos a acidos organicos de cadeia curta (JHA et al., 2019).

Wilkinson et al. (2016), avaliando a composicdo da microbiota de codornas japonesas,
observou que a microbiota duodenal dessas aves possui uma abundancia da familia
Ruminococcaceae, porém, algumas aves tiveram dominio da espécie Lactobacillus. Em frangos
de corte, Lu et al. (2003), avaliando a comunidade bacteriana ileal encontraram como géneros
principais os Lactobacillus (70%) seguido por Clostridiaceae (11%), Streptococcus (6,5%) e
Enterococcus (6,5%). Kumar et al. (2018) também encontraram o género predominante
Lactobacillus em frangos de corte.

Embora se perceba similaridade no perfil microbiano intestinal entre as aves citadas
anteriormente, os resultados desse estudo mostram que isso pode mudar em virtude da base da
dieta e do uso de enzimas. Nas aves que receberam dietas a base de trigo e farelo de soja, apenas
com fitase, o género dominante foi o Streptococcus (73%), mas ao usar apenas a Xilanase, o
género dominante foi o Lactobacillus (99%). Interessante salientar que o inverso ocorreu nas
dietas a base de milho e farelo de soja, ou seja, quando se usou fitase, a predominancia foi do
género Lactobacillus (68%), e quando usou Xilanase, o género dominante foi Streptococcus
(78%). Ao associar as enzimas em ambas as dietas houve maior presenca de Lactobacillus.

As alteracOes nas bases nutricionais (milho/soja e trigo/soja) e a associa¢ao de enzimas
afetam as espécies bacterianas presentes no intestino das aves. A fibra dietética tem a
capacidade de modificar a populacdo microbiana no intestino, com isso, algumas fontes de
fibras podem ser uma opcao, como farelo de trigo (MAHMOOD e GU, 2020). O farelo de trigo
é um subproduto composto por uma porg¢do insoltvel e uma solGvel, onde as bactérias se ligam
na porcdo insoltvel formando assim uma colénia em torno da fibra (MAES e DELCOUR, 2001;
MAES E DELCOUR, 2002; VERMEULEN et al., 2018).

Fernandes et al. (2020) relatam que o intestino delgado contém uma maior predominancia

de Lactobacillus spp, Clostridiaceae e Enterococcus, os Lactobacillus spp., entretanto, a

microbiota do duodeno apresenta uma menor diversidade de microrganismos, devido a rapida

passagem do bolo alimentar pelo érgdo, além disso, a diluicdo da digesta pela bile ocasiona

uma menor atuacdo das bactérias, com isso apresenta sua composicao de bactérias do tipo:
Lactobacillus, Streptococcus, Clostridios e Enterobactérias (SHANG et al., 2018).

Segundo Kogut (2019), a utilizacdo de enzimas exogenas degradantes de

polissacarideos ndo amilaceos (NSPases), como B- glucanase, xilanase, fitase, protease, etc., €
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realizada em dietas avicolas a fim de melhorar a digestibilidade dos componentes da dieta e
modular a microbiota das aves.

Gonzélez-Ortiz et al. (2019) relatam que a suplementacdo com xilanase na dieta das
aves € comumente utilizada para otimizar a absor¢do de nutrientes, dentre 0s mecanismos
sugeridos como efeito da xilanase estdo: 1. Reducéo a viscosidade da digesta (CHOCT et al.,
2004); 2. Reducéo do tempo de agéo para fixagdo microbiana e consequentemente acelerando
a fermentacdo (BEDFORD, 2018); 3. Liberacdo de nutrientes aderidos a parede celular
(BEDFORD, 2002); 4. Liberacdo de xilo-oligossacarideos (XOS) que atuam como uma
molécula sinalizadora para grupos especificos de bactérias benéficas, sugerindo um efeito
prebidtico (AACHARY E PRAPULLA, 2010; BEDFORD,2018).

Segundo Ptcak et al. (2015), a fitase possui um papel na modulagdo da microbiota
intestinal de frangos, porém isso esta relacionado com os niveis de fosforo e calcio nas dietas,
esses autores observaram que a adicdo de fitase aumenta o nimero de Lactobacillus sp e
Enterococcus sp.

Dentre as espécies encontradas no presente estudo trés tiveram uma maior colonizacao
independente dos tratamentos, a L. salivarius é uma bactéria promissora com potenciais de
aplicacdes probioticas, identificada principalmente no trato gastrointestinal das aves, a maioria
sdo bacteriocinogénicas, tendo um potencial como substituto de antibioticos (MESSAOUDI et
al., 2013; SHOKRYAZDAN et al., 2017; WAYAH E PHILIP, 2018; WANG et al., 2020). A
maioria das bactérias lacticas ndo possuem motilidade, porém alguns membros possuem
flagelos e consequentemente exibem motilidade como o caso do L. agilis encontrado em nosso
estudo, sugerindo que essa bactéria poderia utilizar sua motilidade como vantagem para
estabelecer um nicho distinto de outras bactérias lacticas ndo méveis (KAJIKAWA et al., 2018).

Wang et al. (2021), utilizando L. salivarius em frangos de corte relatam uma melhora
nas lesbes pulmonares causadas por infeccdo de Mycoplasma gallisepticum e uma melhora na
defesa contra Escherichia coli devido a melhora na composic¢do da microbiota aumento do filo
Firmicutes e diminuicdo de Proteobacterias e estimulagdo do sistema imunoldgico

S. macedonicus possuem algumas propriedades interessantes como atividade
proteolitica, producdo de bacteriocinas e exopolissacarideos, e tolerancia a estresse, essas
caracteristicas tornam uma espécie promissora para seu uso como probiotico (KHALDI et al.,
2019; TARRAH et a., 2020).

A suplementacdo com as enzimas (fitase e xilanase) reduziu o pH duodenal, esse efeito
é atribuido a abundancia de bactérias do acido lactico, o aumento dessas bactérias aliado a

reducdo de pH é um dos fatores associados a excluséo de patégenos (MACHADO et al.,2020).
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As menores concentragdes dos isdmeros de fitato foram nas dietas a base de trigo com
associacdo das enzimas, isso pode ser devido ao fato de que a xilanase hidrolisa os
arabinoxilanos, principais componentes da parede celular da aleurona do trigo, e como a maior
parte do fitato reside nessa parte, a xilanase acaba por proporcionar maior acessibilidade da
fitase para atuagdo na degradacéo do fitato (ZELLER et al., 2015).

Segundo Kiinzel et al. (2021) alguns microrganismos presentes no TGI sdo capazes de
fornecer fitase enddgena, como as espécies L. salivarius, L. plantarum e L. pentosus, que sdo
capazes de produzir enzimas com atividade semelhante a fitase. Borda-Molina et al. (2016)
identificaram um género de Clostridium associado a producdo de uma fitase cisteina, podendo
esses serem fatores que aliado com a atividade da fitase complemente a degradacao do fitato
pela fitase (PALACIOS et al., 2018).
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5. CONCLUSAO
A utilizacdo de de farelo de trigo com o uso de fitase e xilanase modula a microbiota de
codornas europeias, promovendo abundancia de bactérias especificas (L. agilis, L. salivarius e
S. macedonicus) e dominancia de bactérias do &cido lactico podem ser um atributo para

promogdo de beneficios a salde intestinal das aves.
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