UNVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

ROGERIO VENTURA DA SILVA JUNIOR

MINERAIS COMPLEXADOS COM AMINOACIDOS EM DIETAS DE POEDEIRAS
DA FASE DE CRIA AO PERIODO FINAL DE PRODUCAO

RECIFE-PE
2021



ROGERIO VENTURA DA SILVA JUNIOR

MINERAIS COMPLEXADOS COM AMINOACIDOS EM DIETAS DE POEDEIRAS
DA FASE DE CRIA AO PERIODO FINAL DE PRODUGAO

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacao
em Zootecnia da Universidade Federal Rural de
Pernambuco para obtencéo de titulo de Doutor em
Zootecnia

Area de concentragdo: Zootecnia
Orientador: Prof. Dr. Carlos Bbéa-Viagem Rabello
Coorientadores: Prof.? Dr.2 Meércia Rodrigues

Barros; Dr.2. Alba Kyonara Barbosa Tenorio
Fireman

RECIFE
2021



Dados Internacionais de Catalogac¢io na Publicacio
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

5586m Silva junior , Rogério Ventura da Silva Junior )
MINERAIS COMPLEXADOS COM AMINOACIDOS EM DIETAS DE POEDEIRAS DA FASE DE CRIA AQ

PERIODO FINAL DE PRODUCAO: minerais complexados com aminoécidos em dietas de poedeiras da fase de cria ao
periodo final de producdo /Rogério Ventura da Silva Junior Silva junior . - 2021.
104 £ -1l

Orientador: Carlos Boa-Viagem Rabello.
Coorientadora: Mercia Rodrigues Barros.
Inclui referéncias.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pos-Graduagdo em Zootecnia, Recife,

2021.

1. Desempenho. 2. Qualidade dos ovos . 3. Complexo mineral . 4. Concentra¢do mineral . 5. Qualidade ossea . L.
Rabello, Carlos Boa-Viagem, orient. I. Barros, Mercia Rodrigues, coortent. ITI. Titulo

CDD 636




§ £X SEMINE SEGES
<

L

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBCUO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ZOOTECNIA

MINERAIS COMPLEXADOS COM AMIJ\IOACIDOS EM DIETAS DE POEDEIRAS
DA FASE DE CRIA AO PERIODO FINAL DE PRODUCAO

Tese elaborada por
ROGERIO VENTURA DA SILVA JUNIOR

Aprovado em 29/10/ 2021

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Carlos Bba-Viagem Rabello
Universidade Federal Rural de Pernambuco
(Presidente)

Prof?. Dr?. Maria do Carmo Mohaupt Marques Ludke
Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof?. Dr?, Claudia da Costa Lopes
Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Dr. Marcos Jose Batista dos Santos
Universiade Federal Rural de Pernambuco

Dr?. Alba Kyonara Barbosa Alves Tenorio Fireman
Zinpro Corporation



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, sem Ele nada disso seria possivel.

A minha familia, pelo apoio e motivacéo, em particular & minha esposa e companheira Waleska
Rocha, a qual me concedeu a honra de ser pai e descobrir um sentimento incomparavel e

inexplicavel.

Ao meu filho Bernardo Medeiros Ventura, que apesar de muito pequenino, teve a paciéncia de
muitas vezes ir brincar sozinho (ndo foram poucas vezes), e me proporciona motivagao para

continuar lutando e alcangando objetivos.

Ao meu orientador, professor Carlos Bda-Viagem Rabello, que me acompanhou desde o inicio

da graduacdo com muita paciéncia e dedicacao nas orientacdes.

Aos grandes amigos, Heraldo Bezerra, Andresa Farias, Bruno, Camila Gomes, Ana Carolina
Ferreira, Dayane e Apol6nio, pela grande ajuda durante a conducdo da pesquisa e analises

laboratoriais.

A empresa Zinpro, pelo financiamento da pesquisa, e, em particular, & Alba Fireman, pelo

comprometimento, contribuigdo e direcionamento nos estudos.
A Granja Ovo Novo, por permitir a conducio da pesquisa ao longo de quase dois anos.

Ao grupo de avicultura, com o qual sempre podemos contar nos momentos em que

necessitamos de ajuda.



Vi

RESUMO

Representando de 3 a 4% do peso vivo das aves, 0s minerais sdo 0s constituintes organicos que
desempenham diversas fungbes no organismo animal. Nas praticas comerciais, a
suplementacdo das dietas avicolas é realizada com sais inorganicos, que apresentam baixa
biodisponibilidade e altas taxas de excrecdo. Sendo assim, o uso de fontes minerais ligados a
moléculas orgéanicas surge como uma alternativa para aumentar a eficiéncia de utilizacéo e
reduzir os impactos da idade sobre o desempenho produtivo, qualidade das cascas dos ovos e
poluicdo ambiental. No periodo de um dia de vida até as 30 semanas de idade, dois grupos de
aves foram alimentadas com duas fontes minerais: inorgénicas (70, 70 e mg/kg de Zn, Mn e
Cu) ou inorganicas reduzidas (40, 40, 2,75 mg/kg Zn, Mn e Cu) associadas com minerais
complexados a aminoéacidos (30, 30, e 5,25 mg/kg). E durante o periodo de 30 as 93 semanas
de idade, 640 galinhas poedeiras, 320 de cada grupo inicial, foram redistribuidas em quatro
grupos, definindo o arranjo fatorial 2 x 4 com oito repeticdes de 10 aves. Os tratamentos
consistiram em: MI— contendo 70, 70, 8 mg/kg de Zn, Mn, Cu provenientes de fontes minerais
inorganicas; 2) MCA-AMC - substitui¢do parcial das fontes minerais inorganicas por 30, 30 e
5,25 mg de Zn, Mn e Cu complexados a aminoacidos; 3) MCA-ZMCFe — substituicdo parcial
das fontes inorganicas por 30, 30, 5, 25 e 40 mg/kg de Zn, Mn, Cu e Fe; 4) MCA-Fe -
substituicdo parcial da fonte de ferro inorgénico por 40 mg/kg de Fe complexado a amino&cido.
Foram avaliados os efeitos das fontes minerais sobre as variaveis de desempenho produtivo,
caracteristicas 0sseas, qualidade dos ovos, composi¢do mineral dos tecidos (0ssea e hepético),
gema dos ovos e excretas, assim como variaveis sanguineas (fosfatase alcalina, corticosterona
e triiodotironina) e os efeitos das fontes sobre a microestrutura das cascas dos ovos e
distribuicdo dos elementos minerais sobre a casca. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Houve efeito de interacéo
para as varidveis de qualidade dos ovos, 0ssea, sanguinea e para as camadas palicada, mamilar
e largura dos botdes mamilares da casca dos ovos das aves suplementadas com MCA. O uso de
MCA-ZMC desde a FC em substituicdo parcial as fontes inorganicas e a manutencdo desta
suplementacdo em associagdo ao MCA-Fe retardou os impactos da idade sobre as
caracteristicas 0sseas e qualidade da casca dos ovos durante a FP, influenciando positivamente
a atividade da fosfatase, manutencdo da integridade Ossea e espessura da casca e suas
microestruturas, promovendo cascas de melhor qualidade no final do periodo de producéo, sem
afetar o desempenho produtivo das aves. A suplementagéo parcial das aves com MCA-ZMC
do nascimento até 93 semanas de idade ndo determinaram maiores concentragcdes minerais nos
tecidos Gsseo, hepético, gema dos ovos e excretas das aves. Apenas a suplementacdo das aves
durante a fase final de producéo, independente da suplementacao durante a fase de crescimento,
proporcionaram maiores concentragdes de Fe e Cu no figado, além do Mn na gema e nas
excretas das aves.

Palavras-chave: Desempenho, Qualidade dos ovos, Complexo mineral; Concentracdo mineral,
Qualidade dssea.
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ABSTRACT

Representing 3 to 4% of the live weight of birds, minerals are the organic constituents that act
by performing various functions in the animal organism. In commercial practices, poultry diets
are supplemented with inorganic salts, which have low bioavailability and high excretion rates.
Thus, the use of mineral sources linked to organic molecules appears as an alternative to
increase the efficiency of use and reduce the impacts of age on production performance,
eggshell quality and environmental pollution. In the period from one day of life to 30 weeks of
age, two groups of birds were fed with two mineral sources: inorganic (70, 70 and mg/kg of Zn,
Mn and Cu) or reduced inorganic (40, 40, 2 .75 mg/kg Zn, Mn and Cu) associated with minerals
complexed to amino acids (30, 30, and 5.25 mg/kg). And during the period from 30 to 93 weeks
of age, 640 laying hens, 320 from each initial group, were redistributed into four groups,
defining a 2 x 4 factorial arrangement with eight replicates of 10 birds. The treatments consisted
of: MI- containing 70, 70, 8 mg/kg of Zn, Mn, Cu from inorganic mineral sources; 2) MCA-
AMC — partial replacement of inorganic mineral sources by 30, 30 and 5.25 mg of Zn, Mn and
Cu complexed to amino acids; 3) MCA-ZMCFe — partial replacement of inorganic sources by
30, 30, 5, 25 and 40 mg/kg of Zn, Mn, Cu and Fe; 4) MCA-Fe - partial replacement of the
inorganic iron source by 40 mg/kg Fe complexed to amino acid. The effects of mineral sources
on the variables of productive performance, bone characteristics, egg quality, tissue mineral
composition (bone and liver), egg yolk and excreta, as well as blood variables (alkaline
phosphatase, corticosterone and triiodothyronine) were evaluated and the effects of sources on
the microstructure of eggshells and distribution of mineral elements on the shell. The data
obtained were subjected to analysis of variance and means were compared by Tukey's test
(P<0.05). There was an interaction effect for the variables of quality of eggs, bone, blood and
for the palisade, nipple layers, and width of the nipple buds of the eggshells of birds
supplemented with MCA. The use of MCA-ZMC from CF in partial replacement of inorganic
sources, and the maintenance of this supplementation in association with MCA-Fe delayed the
impacts of age on bone characteristics and eggshell quality during PF, influencing positively
the activity of phosphatase, maintenance of bone integrity and thickness of the shell and its
microstructures, promoting better quality shells at the end of the production period, without
affecting the productive performance of the birds. Partial supplementation of birds with MCA-
ZMC from birth to 93 weeks of age did not determine higher mineral concentrations in bone
tissue, liver, egg yolk and bird excreta. Only supplementation of birds during the final
production phase, independent of supplementation during the growth phase, provided higher
concentrations of Fe and Cu in the liver, in addition to Mn in the yolk and excreta of the birds.

Keywords: Performance; Egg quality; Mineral complex; Mineral concentration; Bone quality.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de ovos, sendo produzidos no ano de
2019 cerca de 49 bilhdes de unidades, onde a maior parte dessa producéo (99,59%) foi destinada
ao mercado interno e uma pequena fracdo (0,41%) destinada as exportacBes. Em 2020,
verificou-se uma producao de 53 bilhdes de unidades, elevando o consumo per capta de ovos
no Brasil para 251 ovos, superando em 8,5% o consumo de 2019 (ABPA, 2021).

O aumento na capacidade produtiva, observado dentro da avicultura de postura, é o
resultado de trabalhos conjuntos que envolvem melhoramento genético, aperfeicoamento da
nutricdo e melhorias das técnicas de manejo e ambiéncia. Dentro da nutri¢do, todos 0s nutrientes
que compdem a racao das aves exercem fundamental importancia, os quais serdo responsaveis
por garantir o fornecimento de substratos necessarios para crescimento, producdo e manutencao
dos animais e, dentre esses nutrientes, destacam-se 0s minerais.

Os minerais sdo constituintes inorganicos do corpo dos animais, 0s quais representam
cerca de 3 a 4% do peso vivo das aves e atuam desempenhando diversas fungfes no organismo
animal, que variam desde a funcdo estrutural até outras mais especificas, como catalizadores
em sistemas enzimaticos e regulacdo da replicacdo e diferenciacdo celular (SUTTLE, 2010a).

Podem ser classificados de acordo com suas quantidades empregadas na dieta e suas
concentragOes nos tecidos, sendo classificados como: macrominerais, quando requeridos em
concentracOes relativamente grandes (> 100 ppm,), como o célcio, potassio, sodio, fosforo e
magneésio. E microminerais, quando requeridos pelo organismo em concentra¢fes muito
pequenas, muitas vezes sao suplementados em concentracdes abaixo de 100ppm e até mesmo
em ppb, entrando nessa classificacdo elementos como o cobalto, cromo, iodo, molibdénio,
zinco, manganés, cobre e ferro (MCDOWELL, 1992).

Habitualmente, sais minerais inorganicos (6xidos, cloretos, carbonatos e fosfatos) sdo
utilizados nas dietas comerciais avicolas para fornecer os niveis de minerais que satisfacam as
necessidades das aves (SIRRI et al., 2016). Entretanto, essas fontes, ao alcancarem o trato
gastrointestinal, precisam ser inicialmente solubilizadas para que liberem ions metélicos que
ficardo disponiveis para absorcao; porém, na forma idnica, os minerais podem se complexar
com outros componentes da dieta, como, por exemplo, com &cido fitico, levando & formacao de
precipitados que dificultam a absorc&o ou os tornam indisponiveis para os animais (ARAUJO
et al., 2008; VIEIRA, 2008).

Associado a isso, as industrias, como forma de garantir o atendimento das necessidades

minerais, acabam suplementando as dietas com niveis acima das necessidades das aves, niveis
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estes que podem chegar a 10 vezes mais minerais do que os requeridos pelos animais (INAL et
al., 2001), sendo todo o excesso excretado no meio ambiente, sem contar que 0 excesso de
microminerais pode acarretar em toxidez, que resulta em reducdo no consumo de racao, lesdes
pancreaticas e de moela, e na atividade enzimatica do figado, pancreas e sangue (WIGHT et
al., 1986).

Nesse contexto, novas tecnologias no ambito da nutricdo animal foram desenvolvidas,
levando a criacdo de moléculas organicas ligadas a ions metalicos, as quais sdo habitualmente
denominadas de minerais “organicos”. S3o uma fonte mineral apontada como de alta
estabilidade quimica ao alcancarem o trato gastrointestinal, que apresentam baixa capacidade
de interacdo com outros componentes da dieta, e, a partir disso, garantem uma maior
disponibilidade de minerais quando comparados as fontes de sais inorganicos comumente
utilizadas (FAVERO et al., 2013; STEFANELLO et al., 2014). Entre os fatores que
proporcionam maior capacidade de aproveitamento das fontes organicas destaca-se a de serem
absorvidas pelos sitios de absorcdo das moléculas que encontram-se ligados
(peptideos/aminoacidos) (GAO et al., 2014); desse modo, ndo necessitam de carreadores
especificos para que os minerais sejam absorvidos pelo enterdcito.

Por apresentarem maior biodisponibilidade em relacdo aos sais inorganicos, podem
suprir a necessidade das aves a partir de niveis mais baixos de suplementacdo e,
consequentemente, reduzir a quantidade de elementos excretados (NOLLET et al., 2007;
CARVALHO et al., 2016a). Embora, uma ampla variedade de fatores possa interferir no
aproveitamento dos minerais presente na dieta, melhorar a disponibilidade das fontes parece ser
uma estratégia promissora para garantir um melhor desempenho das aves, qualidade dos ovos
e consequentemente reduzir a poluicdo ambiental.

Sendo assim, esta revisdo tem como objetivo apresentar os efeitos das fontes minerais
organicas sobre o desempenho produtivo, qualidade dos ovos, 6ssea, e retencdo mineral nos

orgaos e tecidos de galinhas de postura comercial.

2. FONTES MINERAIS

Com o passar dos anos, o sistema de producdo intensiva, caracterizado pela criacdo
confinada de animais com alta capacidade produtiva, levou a necessidade da suplementacédo de
alguns nutrientes na dieta, em particular dos minerais, que, apesar de serem constituintes dos
ingredientes comumente utilizados nas ragdes (ex. milho e farelo de soja) suas concentracdes

n&o sdo suficientes para atender os requerimentos de aves de alta producéo (INAL et al., 2001).
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Desse modo, as fontes minerais passaram a ser suplementadas nas racGes com objetivo de
corrigir problemas 6sseos e de desempenho produtivo (ARAUJO et al., 2008). Sendo os
primeiros estudos com aves desenvolvidos na década de 20 por Kennard et al. (1922), no qual
demonstraram a essencialidade da suplementagdo mineral para garantir o perfeito
desenvolvimento e produtividade das aves.

Historicamente, o sistema de producdo avicola utiliza como principal fonte mineral sais
inorganicos que apresentam baixo custo e sdo de facil aquisicdo no mercado. Os sais
inorganicos ndo sdo frequentemente submetidos a avaliagcBes técnicas que garantam sua
qualidade, e como sdo produtos derivados da industria siderurgica podem trazer consigo altos
niveis de contaminantes, tais como: cadmio (Cd), fldor (F) e chumbo (Pb) que,
consequentemente, serdo incorporados as racdes (VIEIRA, 2008), Com isso, a Comissao da
Comunidade Europeia (CEC, 2000) imp0s, por meio do documento White Paper on Food
Safety, regulamenta¢Ges que visam, entre outros fatores, a rastreabilidade dos produtos
destinados tanto para alimentacdo humana como para a animal, o qual apresenta limitagdes com
relacdo aos metais pesados e outros contaminantes presentes nos ingredientes destinados as
racoes.

Apesar das regulamentacGes para utilizacdo de suplementos destinados a alimentacao
animal, ainda se verificam altas contracfes de metais pesados nos dejetos de diferentes espécies
de animais, que sdo atribuidos ao uso dos aditivos nas ragdes, sendo observado com maior
frequéncia os elementos: Niquel (Ni), Cromo (Cr), Chumbo (Pb) e Mercario (Hg) em
contracOes que variam, respectivamente, entre 4 a 83,9 mg/kg/MS (Ni), 2 a 46 mg/kg/MS (Cr),
3 a 20 mg/kg/MS (Pb) e 771 a 788,3 mg/kg/MS (Hg) para diferentes espécies animais (vacas,
suinos, aves e bufalos) em diferentes paises do mundo (Holanda, Inglaterra, Pais de Gales,
Paquistdo e China) (HEJNA et al., 2018).

Uma das principais caracteristicas desejaveis de uma fonte mineral ¢ a sua
biodisponibilidade, definida como: fragdo ingerida que tem o potencial de suprir demandas
fisiolégicas em tecidos-alvo. Sendo essa caracteristica influenciada por alguns fatores, que de
com Cozzolino (1997) sdo: Especiacdo — Forma guimica em que o mineral encontra-se no
alimento ou na dieta, importante para determinar seu aproveitamento pelo organismo; Ligacao
molecular — Dependendo da estrutura atdbmica, ou seja, dos tipos de liga¢bes (covalente, idnica,
pontes de hidrogénio, etc.) poderemos ter solubilidades diferentes em agua, meio acido ou
basico, influenciando diretamente a biodisponibilidade; Quantidade ingerida — O organismo
tenta manter sua homeostase e geralmente absorve mais quando suas reservas estdo diminuidas

e menos em condicdes adequadas ou de excesso; entretanto, a quantidade excessiva de um
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determinado nutriente poderé interferir no aproveitamento de outro; Matrix alimentar — Pode
conter compostos que impedem a absor¢do dos minerais; entre esses compostos destaca-se 0
acido fitico que pode se ligar ao ferro, zinco, calcio e magneésio, ocasionando a formacao de
precipitados que tornam os minerais indisponiveis para absor¢do; Atenuadores da absor¢ao e
bioconversdo — As dietas podem apresentar ligantes antagénicos (fitatos, taninos e oxalatos) ou
facilitadores (&cidos organicos e aminoacidos) que poderdo influenciar a absorcdo e
bioconversdo para forma ativa ou forma funcional do elemento; Fatores relacionados ao
individuo — Correspondem ao sexo, idade e etapa de desenvolvimento fisiologico. Nesse
contexto, individuos em desenvolvimento necessitam de maiores quantidades de minerais para
seu crescimento, sendo assim, aumentam a capacidade de absorcdo e utilizacdo, 0 mesmo
acontece com individuos em producdo. Porém, ndo se observa 0 mesmo comportamento em
individuos idosos, os quais podem apresentar deficiéncia na secrecdo acido cloridrico (HCI)
importante para manutencdo do pH estomacal e solubilizagdo dos minerais; InteragGes entre
minerais - Podem ser diretas, ocorrendo quando diferentes minerais competem pelo mesmo
sitio de absorcdo por possuirem propriedades quimicas semelhantes, desse modo o0 excesso de
um prejudicard a utilizacdo de outro (ex. excesso de Fe, interferindo na absorcdo de Zn.) e
indireta, ocorrendo quando um mineral est4 envolvido no metabolismo de outro, ou quando a
deficiéncia ou toxidade de um dos minerais afeta 0 metabolismo de outro mineral (COUZY et
al., 1993), um exemplo dessa interacdo pode ser observada entre o selénio (Se) e o iodo (I), em
que o selénio é importante para ativacao da enzima deiodinase, necessaria para conversdo do
hormonio T4 em T3.

Os principais sais inorganicos utilizados nas ra¢des das aves como fonte de Zn, Mn e
Cu séo os sulfatos (ZnSOs, MnSO4 e CuSOs) e 0s 0xidos (ZnO, MnO e CuO), sendo aqueles
0s que apresentam uma das maiores biodisponibilidade entre as fontes de sais inorganicos
(MILES; HENRY, 2006). Até o ano de 2000, altas concentracfes de microminerais foram
empregadas nas dietas, sendo que os fatores que levavam a essa pratica foram a garantia do
atendimento nutricional dos animais, associado ao custo relativamente baixo com a
suplementagdo (menos de 0,2% do custo total da ra¢do) e a consideracdo usual de que ‘quanto
mais minerais, melhor’ (NYS et al., 2018).

Mohanna e Nys (1998) estimaram que, da quantidade de Zn, Mn, Cu e Fe fornecido
acima das necessidades das aves (frangos de corte 0 a 40 dias), uma pequena proporgéo era
retida (6, 10, 0,2 e 6%, respectivamente para Zn, Fe, Mn e Cu), e cerca de 90 a 99 acabam sendo
excretados. Somados a esse quantitativo encontram-se também as fracdes enddgenas ou seja, a

fracdo que é “originado dentro corpo” (ex. secre¢do pancreatica e secrecao biliar), fracdes essas
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de dificil determinacdo, pois ndo se consegue separar a fragdo de minerais dietéticos nédo
absorvidos da fracdo enddgena (MILLER, 1975).

Considerando as altas concentragdes utilizadas nas racGes, a Unido Europeia limitou a
concentracdo maxima de Zn nas ragdes em 120 mg/kg (EU, 2016/1095) e solicitou ao Additives
and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP) um parecer (EFSA,
j.efsa.2016.4563) no qual determina a concentracdo maxima de Cu em racdes completas para
aves em 25 mg/kg, e de Mn em 150 mg/kg (EFSA;j.efsa.2013;11(10):3435).

Diante do exposto, 0 que se observa é uma busca pela harmonizagdo entre niveis de
suplementacdo ideais que proporcionem desempenho produtivos satisfatorios com impactos
ambientais minimos. Sendo assim, a melhoria da capacidade de utilizacdo das fontes minerais
¢ uma das medidas mais eficazes para se garantir uma menor poluicdo ambiental, satde dos
animais (WANG et al., 2019a) e, consequentemente, maior eficiéncia produtiva.

A utilizacao de fontes minerais ligadas a moléculas organicas, comumente denominados
de minerais ‘organicos’, ¢ uma das estratégias promissora dentro da nutricdo animal que vem
sendo estudada para compor as dietas das aves e outras espécies de animais. Embora ions
metélicos ligados a moléculas organicas venham sendo estudas com maior frequéncia nos
ultimos anos, essas nio sio fontes ‘novas’.

No final do seculo XVII, muitos conceitos da quimica de quelagdo estavam evoluindo.
Desse modo, 0s quimicos comecaram a entender que certos &tomos poderiam existir em mais
de um estado de valéncia, porém nao compreendiam como atomos com mais de uma valéncia
poderiam formar um composto com alta estabilidade. Alfred Werner, um quimico alemao, foi
0 primeiro a propor uma estrutura molecular inteiramente nova para descrever essas moléculas
de alta estabilidade. Ele observou que certas estruturas, as quais chamou de “complexos”,
permaneciam intactas apds passar por uma série de transformacgées quimicas. Em 1920, o termo
“quelato” foi usado por dois pesquisadores, Morgan e Drew, para descrever a estrutura
molecular descoberta por Alfred Werner. A palavra quelato vem do grego “chele” que significa
garra. Desse modo, como o ligante (garra) segurava o ion metalico, o mineral ndo ficava mais
livre para participar de outras reacGes. Apesar do conhecimento sobre os efeitos da quelacdo na
estabilidade do ion metalico, foi apenas nos anos 60 que se pensou na utilizacdo da molécula
para fins nutricionais, onde ja se tinha a ideia de que, se um ion de metal pudesse ser quelado
antes de ser fornecido ao animal, a molécula formada evitaria rea¢fes que pudessem levar a
inibicdo da absorcédo, que consequentemente levariam a uma maior absorcéo dos ions metalicos.
Essa teoria impulsionou novos estudos, levando a criacdo de escolas pioneiras, uma das quais

(Albion Laboratories, Inc.) propds que os quelatos de aminoacidos seriam os mais adequados
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para aumentar a absor¢éo intestinal, os quais passariam a ser chamados de proteinatos metalicos
em vez de quelatos. Porém, uma definicdo oficial so foi criada em 1970, em que a Albion
Laboratoreis, Inc. solicitou a American Association of Feed Control Officials (AAFCO), 6rgédo
que define as normas e padrdes dos alimentos destinados a producgdo animal, uma definicéo que
descrevesse de forma precisa um quelato de aminoacido. Este foi definido como produto
resultante da reacdo de um ion metalico com aminoacidos em uma razdo molar de um mol de
metal para um a trés, preferencialmente dois, mols de aminoéacidos, para formar ligacdes
covalentes coordenadas. Para isso, 0 peso médio dos aminoécidos hidrolisados deve ser de
aproximadamente 150 daltons e o peso molecular do quelato formado ndo deve exceder 800
(ASHMEAD, 1992).

Além do quelato de aminoacidos, outras moléculas foram desenvolvidas ao longo dos
anos e receberam as seguintes defini¢cdes de acordo com a AAFCO:

Complexo metal aminoacido — Produto resultante da complexacdo de sal de metal
solivel com um aminoacido (ex. complexo de aminoacidos de Cu ou Zn);

Complexo metal aminoéacido especifico — Produto resultante da complexacdo de um
sal metalico soltvel com um aminoécido especifico (ex. Zn-metionina, Cu-lisina);

Metal proteinatos — Produto resultante da quelacdo entre um sal solUvel com
aminoéacidos ou proteinas parcialmente hidrolisadas (ex. proteinato de Mn, proteinato de Fe);

Complexo metal polissacarideo — Produto resultante da complexacdo de um sal
metélico solivel com uma solugéo de polissacarideos (ex. complexo de polissacarideo de Zn,
Mn ou Co).

Os principais minerais utilizados na alimentagdo animal complexados a moléculas
organicas sdo o Se, Co, Zn, Cu, Fe e Mn. O selénio compartilha propriedades quimicas e fisicas
com enxofre, essa similaridade permite que o Se substitua o enxofre (S), promovendo interaces
Se-S nos sistemas bioldgicos (FARINA, 2000); os demais elementos séo classificados como
minerais de transi¢ao, os quais apresentam caracteristicas quimica intermediarias entre metal e
elementos ndo metélicos. Tais elementos possibilitam a formagdo de ligacGes covalentes
coordenadas com aminoacidos e peptideos, proporcionando a capacidade Unica de formar
complexos biologicamente estaveis (CFNP, 2002; RUTZ; MURPHY, 2009).

A formacdo de moléculas estaveis proporcionam ao mineral resistir a dissociagdo no
trato digestivo superior (inglavio, proventriculo e moela), permitindo que o mineral chegue ao
epitélio absortivo intestinal, sendo assim, evitam a perda por antagonistas (RUTZ; MURPHY,
2009) e proporcionam uma maior disponibilidade das fontes quando comparado aos sais
inorgénicos (FAVERO et al., 2013).
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3. DIGESTAO E METABOLISMOS DOS MICROMINERAIS
3.1 Fontes convencionais

Apds a ingestdo dos sais minerais inorganicos, o estbmago das aves e de outras espécies
de animais desempenham papel fundamental na preparacdo dos ions metalicos para absorcao,
0 qual, devido ao seu baixo pH (2,5 - 4,8), promove a solubilizacdo e liberacdo dos ions
metalicos que posteriormente poderdo ser absorvidos. O processo digestivo atua alterando as
formas em que os minerais serdo absorvidos, ou seja, eles ndo sdo decompostos em formas
metabolizaveis da mesma maneira que 0s componentes organicos da dieta (SUTTLE, 2010),
tais como as proteinas e os carboidratos que serdo decompostos em aminoacidos e
monossacarideos, as fontes minerais apds serem solubilizados e dissocia¢fes dardo origem a
ions metéalicos soluveis que poderdo ser absorvidos no trato digestério inferior.

Os metais ingeridos podem ser divididos em duas categorias gerais, sendo estas: 0s
soliveis em uma ampla faixa de pH no trato gastrointestinal, tais como Na, Mg e Ca, e 0s
susceptiveis a hidroxi-polimerizacdo como o Al, Cu, Fe, Mn e Zn. Esta Ultima categoria
apresenta alta solubilidade em meio &cido (ex. acidez do estbmago dos monogastricos), porém,
devido a alcalinizac&o, ou seja, aumento do pH ao longo do trato digestorio, as moléculas de
agua, as quais os elementos encontram-se ligados, perdem rapidamente seus prétons para
formar compostos hidroxi-metalicos. Conforme a solugédo acida se aproxima do pH neutro,
outros prétons acabam sendo liberados pelas moléculas de dgua que estéo dispostas ao redor do
metal numa tentativa de manter o equilibrio. Sendo assim, pode ocorrer a polimerizagao dos
hidroxi-metais, levando a precipitacdo que os tornam indisponiveis para absor¢do (POWELL
etal., 1999; SCOTTA et al., 2014).

Durante o processo digestivo, 0s nutrientes presentes no limen e 0s minerais sao
direcionados as vilosidades do intestino delgado. Entretanto, antes da absor¢do propriamente
dita, os ions metalicos precisardo ultrapassar uma camada de dgua com caracteristicas nao
homogéneas, medindo aproximadamente 600 um de espessura e uma outra camada de muco,
medindo 50-100 um de espessura antes de chegar a membrana do enterdcito, onde ocorrera a
absorcdo. A camada de muco, produzido e secretado pelas células caliciformes presentes na
mucosa, € composto por glicoproteinas (mucina) com alto peso molecular (20 milhdes de
Daltons). A mucina apresenta alta densidade de grupos sulfatos e grupos carboxilatos, que
proporcionam natureza negativa a mucosa. Deste modo, a camada da mucosa apresenta alta
afinidade e capacidade de se ligar a ions (cations) trivalentes, divalentes e monovalentes,

apresentando o seguinte padrdo de afinidade: M 3 > M #* > M*. Desse modo, a capacidade dos
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fons metalicos passarem as camadas da mucosa para serem absorvidos dependera de sua
mobilidade através das camadas (RUTZ; MURPHY, 2009).

Além disso, o grau de absorcao sera dependente da capacidade do elemento de se ligar
com agentes quelantes que facilitem o transito no lumen intestinal, impedindo a formacéo de
compostos insollveis entre 0s componentes da dieta e 0s do ambiente intestinal (ASHMEAD,
1992). Sendo assim, durante o processo de absorcao, os minerais poderdo sofrer interferéncias,
como a acdo de antagonismos mutuos, que podem atuar reduzindo a taxa de absor¢édo e
metabolismo de alguns minerais (VIEIRA, 2008).

Os minerais podem ser absorvidos de qualquer parte do trato gastrointestinal, entretanto,
a maior parte da absorcdo da maioria dos minerais ocorre no intestino delgado, na porcéo entre
0 duodeno distal e o ileo, a qual pode ocorrer por transporte ativo transcelular ou passivo

paracelular (SEVERO et al., 2015), conforme apresentado na Figura 1.

Paracellular Transcellular Solvent Drag
Transport Transport
Y Yty X

Y* oy

Venule

A amina Propria

Figura 1. Representacao dos processos de absor¢édo paracelular e transcelular.

Adaptado: Goff (2017).

O processo de absorcao paracelular (Figura 1) é mais provavel de ocorrer em dietas que
apresentam uma alta concentracdo de minerais. Nesse processo, 0s minerais se difundem pelas
jungdes entre as células devido a diferenca de potencial elétrico entre o lumen intestinal
(negativo) e o espaco intersticial (positivo), que oferece resisténcia a absorcédo de cations (ions
de carga positiva) através das juncOes, porem fornece uma forca que promove a absor¢édo de
anions (ions de carga negativa) através das juncGes. Essa resisténcia pode ser superada se as
concentragcOes de minerais, na forma ionizada e dissolvido no fluido luminal ultrapassarem as
concentragcOes ionizadas dos minerais contidos nos fluidos extracelulares dentro do espaco
intersticial do outro da juncdo estreita. Um mineral ionizado é aquele que se encontra num

estado em que ndo esta ligado a proteinas ou outras substancias grandes e estd em solucédo. A
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forca gerada pela diferencga nas concentrages de minerais ionizados em cada lado da jungéo
estreita torna-se grande o suficiente para empurrar o mineral através da juncdo para 0 espaco
intersticial, e a partir dai passar pelas aberturas do endotélio dos capilares e chegar ao sangue.
A absorcdo paracelular ndo é saturavel, desse modo, tem uma capacidade ilimitada de
transportar minerais para o sangue, torna-se dependente apenas do gradiente eletroquimico
desenvolvido pela concentracdo de minerais ionizados e em solugdo no lado luminal das
juncoes estreitas (GOFF, 2017). O mecanismo de absorcdo intestinal transcelular dos metais
envolve trés etapas: captacdo do ion metalico pela membrana apical, passagem pela célula e
transferéncia para membrana basolateral (LI et al., 2013).

A absorcdo transcelular permite a captacdo eficiente de muitos minerais soluveis,
mesmo quando suas concentracdes dietéticas encontram-se muito baixas. Para que a primeira
etapa do processo de absorcdo transcelular ocorra, as células intestinais fazem uso de canais
ibnicos (transportadores) (POWELL et al., 1999). Os transportadores sdo proteinas
especializadas da membrana celular que facilitam a difusdo do mineral, os quais ligam-se ao
mineral apenas se eles estiverem na forma ionizada, e em sua maior parte, os transportadores
ligam-se ao mineral apenas se ele tiver certa valéncia ou carga. Em alguns casos, as proteinas
de transporte permitem a passagem do mineral pela membrana apical apenas se o organismo
estiver precisando de um determinado mineral especifico. Na segunda etapa do processo, 0
mineral deve-se mover da membrana apical para a membrana basolateral de célula por meio do
citosol. Para que isso seja possivel, proteinas especializadas (chaperones) desempenham essa
funcgéo, estas ligam-se ao mineral para que ndo existam minerais ionizados livres dentro do
citosol, o qual poderia afetar a funcdo celular. Na Gltima etapa do processo absortivo
transcelular, o mineral deve ser movido do citosol da célula epitelial através da membrana
basolateral para o espaco intersticial abaixo das jungdes estreitas. E um processo que envolve
mover o0 mineral de uma area de baixa concentracéo (interior da célula) para outra area com alta
concentracdo (fluido extra celular). O processo de absorcdo transcelular apresenta
especificidades para os diferentes tipos de minerais; além disso, € um mecanismo saturavel, ou
seja, podem transportar uma gquantidade limitada de minerais. Este € um mecanismo no qual
diferentes minerais podem competir pelo mesmo transportador (GOFF, 2017).

Como relatado, os diferentes minerais apresentam particularidades nos mecanismos de
transporte, sendo assim, a seguir, sera dado atencéo ao processo de absor¢do dos microminerais

(Zinco, Manganés, Cobre e Ferro) e seus destinos metabdlicos apds o processo absortivo.
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3.1.2 Zinco

No processo de absor¢do do Zn?* (Figura 2), duas familias de proteinas transportadoras
estdo envolvidas. A primeira sdo os transportadores ZnT, que atuam reduzindo os niveis
intracelulares de zinco, transportando o Zn do citoplasma para o espago extracelular. J& a
segunda é a dos transportadores ZIP, os quais sdo responsaveis por levar o metal do espacgo
extracelular ou lumen para o citoplasma. Essas proteinas encontram-se distribuidas em varios
tecidos do corpo; entretanto, suas concentracdes e expressdes génicas variam entre os diferentes
tecidos (LICHTEN; COUSINS, 2009).

No intestino delgado, as proteinas responsaveis pela captacdo na membrana apical e
transporte do Zn?* pela célula até a corrente sanguinea sdo a ZIP4, Znt1 e a Znt7. Na membrana
apical do enterécito, o zinco € movido através da membrana pelo ZIP4, embora possa ser
captado por outra proteina de transporte de metal divalente (DMT1). No entanto, é um
mecanismo de transporte comum a outros elementos minerais, tais como o Fe e Mn,
demonstrando, com isso, um mecanismo de competicdo dos metais pelo mesmo sitio de
absorcdo. Dentro do enterdcito, a proteina transportadora ZnT7, captura 0 Zn?* que cruzou a
membrana apical e o transporta até a membrana basolateral, onde transfere o Zn?* para o
transportador intestinal ZnT1, o qual movera o Zn?* para o fluido intersticial. Na circulacio
portal, a albumina e a transferrina sdo as proteinas responsaveis por carregar o Zn%* para o
figado, onde serd liberado na circulacdo sistémica e redistribuido para os outros tecidos (GOFF,
2017; OLIVEIRA, 2019).

il 4
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Figura 2. Mecanismo de absorcdo trasncelular de zinco pelo enterocito.
Adaptado: Goff (2017).
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Quando a quantidade de Zn no corpo atinge niveis suficientes, a quantidade de ZIP4
sintetizada pela membrana apical da célula é reduzida. Associado a isso, 0s enterdcitos
comecam a sintetizar uma maior quantidade de metalotioneina (MT), o qual se ligara a todo
Zn?* adicional que atravesse a membrana apical. A MT funciona como um reservatdrio de zinco
(BREMNER; BEATTIE, 1990) que serd& mobilizado durante a necessidade metabolica.
Entretanto, todo 0 Zn armazenado na MT acaba sendo excretado nas fezes devido & morte das
células intestinais (turnover celular) (GOFF, 2017).

Parte do Zn que escapa da absor¢do no intestino delgado pode ser absorvido pelo colon.
Embora ainda ndo se tenha o conhecimento do mecanismo de absor¢do, sabe-se que o célon
tem o potencial de absorver parte do Zn que chega ao intestino grosso. Gopalsamy et al. (2015),
em sua revisao intitulada The Relevance of the Colon to Zinc nutrition, relata que o colon pode
apresentar uma absorcdo significativa de Zn, pois estudos anteriores demonstraram que ratos
submetidos a cecocolectomia apresentavam menores concentracdes de Zn sérico, levando a
ideia de que o célon poderia compensar a absorcao de Zn em outras regides do intestino. Além
disso, substratos fermentaveis (fibra dietética, amido resistente, pentosanas e frutanos) por
bactérias col6nias produziriam acidos graxos de cadeia curta (acetato, proprionato e butirato)
que atuam como fonte de energia para os colondécitos, favorecendo sua multiplicacdo e
diferenciacdo. Estes &cidos, também, poderiam promover o maior fluxo sanguineo cecal e
aumentar a solubilidade do cation por meio da reducédo do pH. De acordo com 0s revisores, 0s
achados nédo esclarecem o mecanismo ou a cinética de absor¢do de Zn pelo colon, porém,

revelam evidéncias de que as condi¢des luminais do c6lon podem aumentar a retencéo de Zn.

3.1.3 Cobre

O cobre na dieta geralmente encontra-se na forma ctprica (Cu?*), porém apenas a forma
cuprosa (Cu®) pode ser transportada pela membrana apical (Figura 3). Sendo assim o Cu?*
solavel nos fluidos que recobrem o epitélio duodenal acaba sendo reduzido pelas
metaloredutazes de Cu da borda em escova a Cu®*. Apoés ser reduzido, o Cu* liga-se a uma
proteina de transporte especifica de alta afinidade (CTR1) para atravessar a membrana apical e
entra no enterocito. Além da CTR1, o cobre pode ser transportado por intermedio da membrana
pela proteina de transporte divalente DMT1, também envolvida no transporte de Fe, Zn e Mn.
Todo cobre que atravessa a membrana apical do enterdcito sera direcionado para ser utilizado
de diferentes formas dentro do proprio enterdcito. Em ultimo caso, o cobre serd movido para
fora do epitélio, de forma que as células de outros tecidos do corpo possam utiliza-lo. Para que

isso seja possivel, uma proteina especifica para o Cu conhecida como Atox1 liga-se ao Cu* e o
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transporta para o aparelho de Golgi da célula. No aparelho de Golgi, o Cu* é transferido para
outra proteina, ATP7A (localizada na membrana de Golgi), a qual € capaz de se ligar a seis ions
de Cu*. Com o transporte dos ions de Cu para a proteina ATP7A, um complexo é formado
(6Cu™-ATP7A) e incorporado & membrana de uma vesicula de transporte de Golgi, que sera
translocado para membrana basolateral. Apos isso, a membrana da vesicula se fundira com a
membrana basolateral, e 0 ATP7A utilizara uma molécula de ATP para liberar Cu+ para 0s
fluidos extracelulares. O ATP7A possui uma redutase que convertera o Cu™ em Cu?" antes de
ser liberado no espaco intersticial para sé entdo se ligar a albumina e ser transportado para
outros tecidos, onde serdo utilizados ou armazenados (GOFF, 2017).

Figura 3. Mecanismo de absorcao transcelular cobre pelo enterdcito.
Adaptado: Goff (2017)

3.1.4 Manganés

O processo de absorcdo do manganés pode ocorrer por difusdo paracelular, quando as
dietas apresentam altas concentragdes deste elemento, ou por via transcelular. Na absorcéo
transcelular, o principal carreador envolvido na captacio apical do manganés dietético (Mn?*)
parece ser a DMTL, ja que altas doses de Mn na dieta provocam a deficiéncia de Fe, o qual
utiliza o mesmo carreador de metal divalente para atravessar a membrana apical do enterdcito
(GOFF, 2017). Além do DMT1 outros transportadores comuns a outros elementos podem estar
envolvidos no processo de absor¢do de Mn. O ZnT10, ZIP8 e o ZIP14 demonstram afinidades
pelo Mn?" e podem estar envolvidos na captacdo de manganés luminal e basolateral,
respectivamente (PAULUS, 2015; SCHEIBER et al., 2019). O mecanismo de transporte da
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membrana apical até a basolateral no interior da célula ainda ndo esta bem definido; no entanto,
sabe-se que existem “chaperones” responsaveis por esse processo. O Mn absorvido e liberado
na corrente sanguinea pode ser encontrado no plasma como ion livre, mas a maior parte
encontra-se ligado a a2-macroglubulina e a albumina, que serdo direcionados aos tecidos.

No corpo, os principais tecidos responsaveis pelo armazenamento de Mn sdo 0s
hepaticos e os 6sseos. O controle homeostatico do Mn € regulado pela excrecdo biliar e em
menor grau pela excrecdo pancreatica. O manganés absorvido em quantidades excessivas €
captado pelos hepatocitos e eliminado pela bile e, consequentemente, excretado pelas fezes
(GOFF, 2017).

3.1.5 Ferro

O ferro dietético geralmente encontra-se na forma férrica (Fe*), que é pouco absorvido
pelo trato intestinal. Desse modo, o Fe3* precisa ser reduzido a Fe?* antes de ser captado pelo
enterdcito, conforme ilustrado na Figura 4. Em animais monogastricos, uma enzima da borda
em escova (redutase citocromo b duodenal - Dcytb) atua reduzindo o Fe®* para Fe?* (GROTTO,
2010; GOFF, 2017).

Fe*3 m? Fe*3
Figura 4. Mecanismo de absor¢éo transcelular do Fe no enterdcito.
Adaptado: Goff (2017).

Ap0bs a conversio, o Fe?* se liga a proteina transportadora de metal divalente (DMT1)
dentro da borda em escova do enterdcito e € transportado para dentro da célula. Apés a entrada
na célula, o Fe?* é ligado a proteinas chaperones especificas como a rC (Poly (rC) biding

protein-1), importante para a exportacio de Fe?* da célula para a membrana basolateral e através
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da Cu-hephaestina (CuHP) (ferroxidase contendo Cu) é convertido a Fe**. Ap6s a conversio, o
Fe3* e captado pela ferroportina e transportado para o fluido intersticial. Na corrente sanguinea,
o Fe®* liga-se a transferrina para ser transportada do sangue para os tecidos do corpo, mas
especificamente os envolvidos na hematopoiese. O controle da homeostase de ferro no
organismo é dado por um mecanismo que envolve a ferritina, ferroportina e hepcidina. Quando
os estoques de Fe atingem niveis adequados, a quantidade de DMT1 é reduzida. Os enterdcitos
passam a produzir ferritina, uma proteina que se liga a maior parte do Fe?* que atravessa a
membrana do apical do enterdcito. Apds isso, a hepcidina (hormdnio produzido pelo figado) se
liga a ferroportina, bloqueando sua capacidade de transportar Fe para fora da célula (GOFF,
2017).

3.2 Complexos minerais

Os complexos minerais apresentam uma formacao molecular que os permitem resistir
aos processos digestivos, fazendo com que a molécula seja absorvida intacta sem que seja
necessario a hidrolise luminal (ASHMEAD, 1991).

Quando a molécula de metal aminoéacido é absorvido intacto pelas células da mucosa,
acredita-se que uma ligacao seja formada entre o aminoacido da molécula com a por¢do gama-
glutamil da glutationa (tripeptideo encontrado na membrana celular da mucosa). Apés a
formacdo da molécula, uma quebra enzimatica desta ocorreria, resultando no transporte ativo
do complexo metal aminoacido do lado luminal da mucosa para o citoplasma da célula. Depois
de atravessar a membrana celular da mucosa o complexo metal aminoacido poderia migrar para
a membrana basal e de 1& diretamente para o plasma, sem a necessidade de um transportador
intracelular. Acredita-se que a separacdo real do metal dos seus ligantes (aminoacidos) ocorra
nos locais de uso, 0 que pode ser devido a acdo conjunta entre acdo enzimatica com diferentes
pH nos diferentes sitios especificos que podem diminuir as constantes de estabilidade da
molécula e liberar o cation para um ligante citoplasmatico com uma maior constante de
estabilidade (ASHMEAD, 1991).

Estudos desenvolvidos in vitro com utilizacdo de células epiteliais intestinais (IEC) e
células epiteliais intestinais derivadas de adenocarcinoma do colon (Caco-2) comprovaram que
0s metais, quando ligados a aminoacidos (AA), fazem uso dos seus respectivos transportadores
(GAO et al., 2014; ZHANG et al., 2015), garantindo a absorcdo do elemento, mesmo na
presenca de antagonistas, além de que é provavel que a regulagdo homeostatica das

concentragOes dos elementos minerais ligados a AA ndo seja regulada pelos transportadores de
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AA, tendo em vista que sdo encontrados em grande quantidade e ndo sao facilmente saturaveis,
levando a possibilidade de aumento das concentracGes dos minerais a partir destas fontes
(SAUER et al., 2017).

4. COMPLEXOS MINERAIS NA NUTRICAO DE POEDEIRAS

Ao longo dos anos, a selecdo genética evoluiu em busca do aperfeicoamento de diversas
caracteristicas nas galinhas de postura comercial. Entre estas, se destacam a criagdo de uma ave
capaz de produzir 500 ovos em um ciclo produtivo de 100 semanas, mantendo-se a persisténcia
na postura, qualidade dos ovos e salde das aves (BAIN; NYS, 2016). Tais objetivos s6 podem
ser alcancados quando o melhoramento genético é acompanhada pelo avanco da nutricdo
adaptada as necessidades das aves modernas, visando ndo apenas a producéo, mas 0s processos
metabdlicos, nos quais os microminerais sdo essenciais (PEREIRA et al., 2018).

Os requerimentos minerais pelas aves sdo altamente dependentes do nivel de
produtividade e idade, sendo a producdo afetada diretamente quando ndo ocorre suplementacao
(INAL et al., 2001). A utilizacao de fontes minerais organicas pode ser uma estratégia dentro
do sistema de producdo avicola, que utiliza aves de alto potencial. Essas fontes podem atuar
favorecendo o desempenho produtivo (CARVALHO et al., 2016; STEFANELLO etal., 2014),
melhorando a qualidade dos ovos (MABE et al., 2003; SALDANHA et al., 2009), qualidade
Ossea e reduzindo a concentragdo de elementos minerais nas excretas (BORUTA,;
SWIERCZWSKA, 2007).

Devido a alta biodisponibilidade, os complexos de metais aminoacidos (Zn, Mn e Cu)
podem ser utilizadas em concentragdes menores quando comparado as fontes inorganicas
(sulfatos, 6xidos, e carbonatos) sem causar efeitos negativos nas caracteristicas de fertilidade,
producéo e eclodibilidade, com melhorias no peso e espessura da casca dos ovos de matrizes
de frangos de corte Cobb 500 (FAVERO et al., 2013).

Em aves de posturas (Hy-Line W36) em periodo final de producdo (67 semanas de
idade) a utilizacdo de fontes de Zn, Mn e Cu organica (proteinatos) nao proporcionaram
alteracGes nas varidveis de desempenho produtivo, mas melhoraram a espessura da casca dos
ovos e, consequentemente, reduzem a quantidade de ovos perdidos (STEFANELLO et al.,
2014). Maciel et al. (2010) verificaram que a suplementacdo de poedeiras Hisex em fase final
de producdo (72 as 80 semanas) a partir de fontes de Zn, Mn e Cu ligados a moléculas organicas,
proporcionaram menor perda de ovos, maior gravidade especifica e ovos mais pesados. Do
mesmo modo, Paik (2001) verificou que a associagdo de Zn, Mn e Cu ligados a metionina
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(quelato), fornecido na dieta das aves de postura das 96 as 103 semanas de idade foi capaz de
aumentar a resisténcia da casca dos ovos. De acordo com Mabe et al. (2003), as propriedades
mecanicas da casca dos ovos sdo melhoradas quando as aves sdo suplementadas com fontes
minerais ligadas a moléculas organicas; no entanto, a quantidade de material depositado durante
a formacdo da casca pode néo ser alterada.

Heflin et al. (2018) avaliaram os efeitos ndo dietéticos sobre o conteudo mineral dos
ovos de diferentes linhagens (Hy-line Brow e Tetra White) e identificaram que a idade € um
dos fatores que influenciam a deposicdo de minerais nos ovos. Essa menor deposicdo de
minerais com o avango da idade € justificada pela diminui¢do na eficiéncia de mobilizacéo dos
minerais pelo epitélio endometrial, que é promovido pela ocorréncia de deformacgdes
histologicas (fibrose, atrofia e perda de microvilosidades) que ocorrem naturalmente com o
avanco da idade (PARK; SOHN, 2018), tendo maior impacto na formagéo da casca dos ovos.
E a partir da utilizagdo de fontes minerais orgénicas de elementos, como Zn e Mn, pode-se
retardar os efeitos da idade da aves sobre a qualidade da casca dos ovos durante a fase final de
producdo (SWIATKIEWICZ; KORELESKI, 2008).

Com base nos resultados obtidos com utilizacdo dos complexos minerais sobre a
qualidade da casca, novas pesquisas foram conduzidas para avaliar de forma mais especifica
como essas fontes minerais contribuem com a melhoria da qualidade externa da casca dos ovos.
A casca do ovo é uma estrutura altamente ordenada que compreende membranas (interna e
externa), camada mamilar, camada palicada, camada de cristais vertical e cuticula, essas
estruturas serdo o resultado da precipitagdo sequencial de carbonato de calcio e matriz organica
durante os estagios iniciais de formacdo. Sendo a matriz organica a que desempenha papel
crucial na modulacdo da ultraestrutura e nas propriedades mecéanicas da casca (FENG et al.,
2020). Stefanello et al. (2014) verificaram que a suplementacao de fonte organica de Zn, Mn e
Cu (proteinato) para galinhas poedeiras Hy-line W36 das 47 as 62 semanas de idade, levou a
modificagbes na ultraestrutura da casca dos ovos, sendo verificado aumento na espessura da
camada paligada e reducdo no nimero de botdes mamilares. Em outro estudo, Qiu et al. (2019)
verificaram que a suplementacdo das dietas de galinhas de postura (Hy-line White com 50
semanas de idade) com fontes minerais de Zn, Mn, Cu e Fe a partir de fontes minerais organicas
(proteinato), reduzidos em 1/3 das concentragdes comerciais, ndo alterou a espessura da camada
mamilar, porém proporcionou a formacdo de botGes mamilares menores e cascas mais
resistentes.

Entre os elementos minerais suplementados nas dietas, 0 Mn tem sido apontado como o

responsavel por atuar no controle da morfologia e do crescimento dos cristais pela matriz
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orgénica. O Mn atua na ativacdo da glicosiltransferase, enzima que contribui para formacgéo de
locais de nucleacdo e regula o crescimento e a orientacdo dos cristais de calcita durante a
formacéo da casca do ovo (XIAO et al., 2014; ZHANG et al., 2017). Esta enzima desempenha
importante papel na sintese de glicosaminoglicanos (GAGS), que sdo 0s constituintes dos
proteoglicanos, os quais sdo encontrados nas articulagfes (VENKATESAN et al., 2004) e na
matriz organica da casca dos ovos, onde, atuam controlando a textura e estrutura da casca
durante a deposicao dos primeiros cristais de calcita (NYS et al., 2004). Fontes organicas de
manganés na dieta de galinhas postura aumentam a resisténcia da casca dos ovos e diminuem a
largura dos botdes mamilares, devido a modificagéo nas concentragdes de GAGs na membrana
da casca (ZHANG et al., 2017a). Li et al. (2018) avaliaram o efeito da suplementacdo de uma
fonte orgénica de manganés (Mn-Metionina) em diferentes niveis (20, 40, 60 e 80 mg/kg) para
galinhas de postura comercial (Jinghong-1, com 53 semanas de idade), sendo verificado que a
suplementacdo de manganés, a partir de Mn-metionina, na mesma concentracdo que a dieta-
controle, a qual possuia uma concentracdo de 60 mg/kg, proporcionou uma melhor formacéo
da ultraestrutura da casca e aumentou a concentracdo de Mn na casca (0,64 mg/kg) em trés
vezes mais que as observadas na gema (0,20 mg/kg) e no albumen (0,20 mg/kg).

A modulagdo na formag&o inicial da ultraestrutura da casca, tais como 0 aumento da
espessura da camada mamilar, organizacgdo dos cristais de calcita sobre a camada e formacéo
de pequenos botbes mamilares sdo fatores importantes que afetam a resisténcia da casca dos
ovos (STEFANELLO et al., 2014; QIU et al., 2019). E, a partir das fontes minerais organicas
torna-se possivel modular a formacao inicial das diferentes estruturas que compdem a casca dos
ovos. Além de que as fontes minerais organicas por apresentaram maior biodisponibilidade
guando comparado as fontes minerais inorganicas, tem demonstrado ser mais eficientes para
aumentar a concentracdo de Cu, Mn, Se e Cr no conteudo interno dos ovos (GRAVENA et al.,
2011; YENICE et al., 2015; BAl et al., 2017).

Além das modificagdes nas propriedades mecénicas e ultraestruturais da casca, a
utilizacdo de fontes minerais (Zn, Mn e Cu) ligadas a moléculas organicas tem demonstrado
atuar na manutencdo da integridade 6ssea (NUNES et al., 2013; FARIAS et al., 2019) e no
aumento da resisténcia e concentracdo mineral nas aves de postura durante a fase de producao
(IDOWU etal., 2011; SOUSA et al., 2017a). A melhoria da qualidade 6ssea em aves de postura
é uma das preocupacdes dentro do sistema de producdo. Estima-se que 35% da mortalidade das
aves ao longo do ciclo de postura seja devido a fadiga de gaiola (perda de tecido 6sseo levando
a fragilidade) (MCCOY et al., 1996), a qual leva a fratura dos ossos das aves, sendo a fratura

da quilha a mais comum de ocorrer dentro dos sistemas de criacdo, com uma frequéncia de
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86,16% (THJOFNER et al., 2021); além disso, as fraturas 6sseas comprometem o bem-estar e a
produtividade da aves (SILVERSIDES et al., 2006).

O 0sso € um tipo de tecido conjuntivo formado por uma matriz organica, em que 0s
microminerais como Zn, Mn e Cu atuam como cofatores (NUNES et al., 2013) de enzimas, tais
como: polimerase, galactotransferase (dependentes de Mn), lisio oxidase (dependente de Cu),
Colagenase e fosfatase alcalina 6ssea (dependentes de Zn), e uma matriz inorganica, formada
por fosfato de célcio, os quais desempenham fungdes primordiais na formacéo do tecido 6sseo
(NUNES et al., 2013; TORRES; KORVER, 2018). Entretanto, as aves de postura apresentam
um processo continuo de deposicao e reabsorcdo 6ssea fundamental para formacao da casca.
Durante a perda ou reabsor¢do, 0s minerais sdo mobilizados de ambos 0s componentes 0sseos
(matriz organica e inorganicas) (MCCQY et al., 1996).

Abedini et al. (2018) verificaram que a suplementacdo de zinco-metionina (Zn-Met)
fornecido nas mesmas concentragdes que o sulfato de zinco (80 mg/kg), foi capaz de aumentar
as concentracdes de Zn na tibia das poedeiras com 52 semanas de idade. Ja Oliveira (2019)
verificou que a suplementacdo parcial das fontes inorganicas de Zn, Mn, e Cu por fontes
organicas (complexo) para galinhas Lohmann Brown-Lite (30 as 50 semanas de idade)
promoveram maiores valores de radiodensidade Ossea e maiores valores para o indice de
Seedor.

Em outro estudo, Sousa et al. (2017), avaliando o fornecimento de duas granulometrias
de calcario (fino ou grosso) associado a fontes minerais organicas (Zn, Mn e Cu) ou inorganicas,
verificaram que apenas as fontes minerais organicas aumentaram a resisténcia das tibias
independente da granulometria do calcéario utilizada. Min et al. (2019) compararam os efeitos
da suplementacdo de uma fonte de zinco orgéanica (metionina hidroxianaloga de zinco- MHA-
Zn) e inorganica (ZnSO4) em quatro niveis de suplementacéo (80 mg/kg (ZnS0s), 20, 40 e 80
(MHA-Zn) mg/kg) na dieta de galinhas de postura comercial (Hy-Line Gray, das 57 as 72
semanas de idade), e identificaram que a MHA-Zn aumentou a deposi¢do de Zn na tibia,
principalmente quando fornecido no nivel de 80 mg/kg, além disso, o estudo demonstrou que a
concentracdo de Ca e a resisténcia da tibia foram melhorados com a suplementacdo de MHA-
Zn, sendo os efeitos observados atribuidos a maior capacidade de aproveitamento da fonte
organica. Os autores concluiram que o aumento da concentracdo de Zn na tibia foi capaz de
melhorar a atividade da anidrase carbonica, a qual aumentou a hidrdlise do acido carbdnico,
levando a maior deposicgdo de carbonato de célcio e melhor qualidade 6ssea das aves.

Reducdo na excrecdo mineral e maior retencdo de minerais nos 6rgdos foram efeitos

observados com suplementacdo de fontes minerais ligadas a moléculas organicas em estudo
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realizado por (MIN et al., 2019). Por serem fontes de alta disponibilidade as concentragdes
empregadas nas racdes, em comparacdo as fontes inorganicas, acabam sendo reduzidas
(SALDANHA, 2008).

Um estudo conduzido por Boruta et al. (2007), avaliando o efeito da substituigédo parcial
(8, 17 e 33%) das fontes inorgénicas pelas fontes organicas (Bioplex) na dieta de poedeiras Hy-
Line da 30 as 70 semanas de idade, identificou que as concentracdes minerais de Zn, Mn, Cu e
Fe nas excretas foram reduzidas com ambos os niveis de substitui¢do. Ja Wang et al. (2019b)
relataram que a substituicdo de fontes inorganicas de Zn (ZnSO4H20), Mn (MnSO4H20), Cu
(CuS04 5H20), Fe (FeSO4H20) e Se (selenito de sodio) por fontes organicas a 62,5% das
concentracfes comerciais (80, 80, 10, 30 e 0,3 mg/kg, respectivamente, para Zn, Mn, Cu, Fe e
Se) proporcionou maior concentragdo mineral no soro das aves, que resultaram em maior
deposicdo nos tecidos (musculo do peito, figado, rim, coracdo e pancreas) e uma menor
excrecdo para o ambiente.

A menor excre¢cdo vem sendo justificada por diversos estudos em fungdo da maior
disponibilidade das fontes minerais organicas e pela menor proporcéo destas fontes empregadas
na dieta, tendo em vista que os elementos minerais eliminados via excreta serdo proporcionais
a quantidade fornecida as aves (SKRIVAN et al., 2005). Ao considerar o aumento das
concentra¢BGes minerais no sangue e nos tecidos, alguns estudos relatam também que ocorrem
0 aumento na atividade de enzimas antioxidantes, as quais desempenham papel importante na
protecdo das celulas contra os radicais livres, protegendo as células do estresse oxidativo (SUN
et al., 2012; ABEDINI et al., 2018). Conforme demonstrado por Yu et al. (2020), no qual
verificaram que fontes de Zn na forma de complexo elevaram as concentracfes séricas de Zn e
as concentracgdes da enzima Cu-ZnSOD quando fornecido em concentra¢des de 70 mg/kg na

deita de galinhas poedeiras, a partir da vigésima primeira semana de idade.
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CAPITULO |

Efeito da suplementacéo parcial de complexos mineral-aminoacido na dieta de

galinhas de postura semipesadas apds 50 semanas de idade
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RESUMO

Obijetivou-se avaliar a suplementacdo dos complexos de aminoacidos zinco, manganés, cobre
e ferro (MCA) em dietas para poedeiras comerciais e seus efeitos no desempenho produtivo,
qualidade dos ovos, peso dos 6rgdos e caracteristicas 6sseas. No periodo de um dia de vida até
as 30 semanas de idade dois grupos de aves foram alimentadas com duas fontes minerais:
inorganicas (70, 70 e mg/kg de Zn, Mn e Cu) ou inorganicas reduzidas (40, 40, 2,75 mg/kg Zn,
Mn e Cu) associadas com minerais complexados a aminoéacidos (30, 30, e 5,25 mg/kg). E
durante o periodo de 30 as 93 semanas de idade, 640 galinhas poedeiras, 320 de cada grupo
inicial, foram redistribuidas em quatro grupos, definindo o arranjo fatorial 2 x 4 com oito
repetices de 10 aves. Os tratamentos consistiram em: MI— contendo 70, 70, 8 mg/kg de Zn,
Mn, Cu provenientes de fontes minerais inorganicas; 2) MCA-AMC — substitui¢do parcial das
fontes minerais inorganicas por 30, 30 e 5,25 mg de Zn, Mn e Cu complexados a aminoacidos;
3) MCA-ZMCFe — substituicédo parcial das fontes inorganicas por 30, 30, 5, 25 e 40 mg/kg de
Zn, Mn, Cu e Fe; 4) MCA-Fe - substituicdo parcial da fonte de ferro inorganico por 40 mg/kg
de Fe complexado a aminoacido. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Houve efeito de interacdo para as variaveis
de qualidade dos ovos, 0ssea e sanguinea, exceto para a composicdo dos tecidos 0sseo e
hepético, para gema dos ovos e excretas das aves. A suplementagdo com MCA durante a FP
contribuiu para elevar as concentragdes de Fe e Cu no figado e Mn na gema dos ovos. O uso de
MCA-ZMC desde a FC em substituicdo parcial as fontes inorganicas, e a manutencgdo desta
suplementacdo em associacdo ao MCA-Fe retardou os impactos da idade sobre as
caracteristicas 0sseas e qualidade da casca dos ovos durante a FP, influenciando positivamente
na atividade da fosfatase, manutencdo da integridade dssea das galinhas e na espessura das
cascas dos ovos, sem afetar o desempenho produtivo das aves. A suplementacdo parcial das
aves com MCA-ZMC durante as fases iniciais de criacdo até o periodo final de producéo ndo
determinaram maiores concentragdes minerais nos tecidos 6sseo, hepéatico, gema dos ovos e
excretas das aves. Apenas a suplementacdo das aves durante a fase final de producéo,
independente da suplementagdo durante a fase de crescimento proporcionaram maiores
concentracOes de Fe e Cu no figado e Mn na gema e nas excretas das aves.

Palavras-chave: Aves de postura; Densidade Ossea; Espessura de casca; Minerais
complexados a aminoacidos; Qualidade de ovos.
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ABSTRACT

The objective was to evaluate the supplementation of the amino acid complexes zinc,
manganese, copper and iron (MCA) in diets for commercial laying hens and their effects on
productive performance, egg quality, organ weight and bone characteristics. In the period from
one day of life to 30 weeks of age, two groups of birds were fed with two mineral sources:
inorganic (70, 70 and mg/kg of Zn, Mn and Cu) or reduced inorganic (40, 40, 2 .75 mg/kg Zn,
Mn and Cu) associated with minerals complexed to amino acids (30, 30, and 5.25 mg/kg). And
during the period from 30 to 93 weeks of age, 640 laying hens, 320 from each initial group,
were redistributed into four groups, defining a 2 x 4 factorial arrangement with eight replicates
of 10 birds. The treatments consisted of: MI- containing 70, 70, 8 mg/kg of Zn, Mn, Cu from
inorganic mineral sources; 2) MCA-AMC - partial replacement of inorganic mineral sources
by 30, 30 and 5.25 mg of Zn, Mn and Cu complexed to amino acids; 3) MCA-ZMCFe — partial
replacement of inorganic sources by 30, 30, 5, 25 and 40 mg/kg of Zn, Mn, Cu and Fe; 4) MCA-
Fe - partial replacement of the inorganic iron source by 40 mg/kg Fe complexed to amino acid.
The data obtained were submitted to variance analysis and the means were compared using
Tukey's test (P<0.05). There was an interaction effect for egg, bone, and blood quality variables.
No interaction effect was identified for bone and liver tissue composition, egg yolk, and bird
excreta. Supplementation with ACM during PP contributes to elevate Fe and Cu concentrations
in the liver and Mn concentrations in egg yolk. The use of ACM-ZMC since the GP in partial
replacement of inorganic sources, and the maintenance of this supplementation in association
with ACM-Fe delayed the impacts of age on bone characteristics and eggshell quality during
the PP, influencing positively on phosphatase activity, maintenance of bone integrity of the
hens and eggshell thickness, without affecting the productive performance of birds. Partial
supplementation of birds with ACM-ZMC during the early rearing to late production phases
did not determine higher mineral concentrations in bone, liver, egg yolk, and excreta tissues of
the birds. Only supplementation of birds during late production, independent of
supplementation during the growing season, provided higher concentrations of Fe and Cu in
the liver and Mn in egg yolk and excreta.

Keywords: Laying hens; Bone density; Shell thickness; Amino acid complexed minerals; Egg
quality.
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INTRODUCAO

Em aves de producdo industrial, a nutricdo precisa e equilibrada é determinante para a
obtencédo de resultados de desempenho produtivo satisfatorios e aliada as boas condicdes de
salde e manejo das aves promovem ao produtor maior lucratividade dentro do setor avicola.
Entretanto, para obtencdo de uma produtividade eficiente a biodisponibilidade dos nutrientes
essenciais € um fator importante (BORUTA; SWIERCZWSKA, 2007).

Os microminerais, tais como zinco, manganés, cobre e ferro (Zn, Mn, Cu e Fe), atuam
em diversos processos metabolicos tanto nas aves como em outras espécies de animais,
promovendo formacdo e manutencdo da integridade dssea e da casca dos ovos (ZAMANI et
al., 2005; BORUTA; SWIERCZWSKA, 2007; SALIM et al., 2011; XIAO et al., 2014),
ativacdo enzimatica, sintese de proteinas responsaveis pelo transporte de oxigénio (LEESON,
2009; BERWANGER et al., 2018) e como componentes de compostos heme responsaveis pela
oxidacdo, reducdo e transporte de elétrons (SMITH, 1997; SUTTLE, 2010b).

Normalmente, as dietas de aves sdo suplementadas com fontes tradicionais,
convencionalmente chamadas inorganicas (MI), que compreendem oéxidos, sulfatos e
carbonatos, em niveis superiores os exigidos pelos animais (RUTZ et al., 2004). Essa pratica
visa garantir as aves o atendimento de suas necessidades nutricionais a partir de fontes que
apresentam baixa capacidade de aproveitamento; com isso, uma propor¢ao consideravel desses
elementos minerais sdo excretados (YAN; WALDROUP, 2006), acarretando poluicdo
ambiental e prejuizos ao produtor.

Diante disso, novas tecnologias na area de nutricdo vém sendo avaliadas para minimizar
0 impacto ambiental e melhorar desempenho das aves, entre estas, a utilizacdo de minerais
ligados a moléculas organicas, convencionalmente chamados “orginicos”, que vém
demonstrando respostas promissoras por apresentar maior biodisponibilidade quando
comparados as fontes inorganicas (EL-HUSSEINY et al., 2012; SUN et al., 2012), o que levou
a conducdo de diversos estudos com a utilizacdo de fontes minerais ligadas a moléculas
organicas e seus efeitos sobre o desempenho produtivo, qualidade da casca dos ovos (ZAMANI
et al., 2005; STEFANELLO et al., 2014; XIAO et al., 2014), modulacdo do sistema imune e
atividade de enzimas hepaticas (SUN et al., 2012; SALEH et al., 2019).

Embora algumas pesquisas ja tenham sido desenvolvidas, avaliando o efeito da
suplementacdo das fontes minerais denominadas de “organicas” na alimentagdo de poedeiras
comerciais em fases distintas (inicio de producdo, final ou em segundo ciclo), nos quais
consideram-se a substituicdo das fontes inorganicas pelas organicas, até 0 momento néo se tem

o conhecimento do efeito da suplementacdo parcial de forma continua desde a fase inicial de
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criacdo até o periodo final de producéo e suas influéncias sobre a qualidade 6ssea e da casca
dos ovos das aves no periodo final de producdo. Isso torna a atual pesquisa pioneira na avaliacdo
destas fontes minerais durante todo o ciclo produtivo.

Com base nisto, hipotetizamos que a utilizacdo de complexos mineral-AA promove
melhorias no desempenho produtivo das aves, qualidade dos ovos e manutencgéo da integridade
6ssea no final do periodo produtivo das aves quando suplementadas ao longo de todas as fases
de criacdo. Desse modo, objetivou-se avaliar os efeitos da substituicdo parcial de Zn, Mn, Cu e
Fe de fontes inorganicas (MI) por estes minerais na forma de complexo de metais aminoacidos
(MCA) na alimentacdo de poedeiras comerciais semipesadas e seus efeitos no desempenho
produtivo, qualidade dos ovos, caracteristicas 6sseas, composi¢cdo mineral dos tecidos 6sseo e

hepatico, gema dos ovos e excretas, quando fornecidos durante as diferentes fases de criacgéo.

MATERIAIS E METODOS

O protocolo para a realizagio deste estudo foi autorizado pela Comiss&o de Etica no uso
de animais — CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o numero da licenga
064/2016.

Local
O Experimento foi conduzido em granja de postura comercial, localizada no municipio
de Caruaru (Latitude: 08°17°00” S e Longitude: 35°58°34” W) mesorregido do agreste de

Pernambuco, Brasil.

Aves e Instalacoes

Foram utilizadas 640 galinhas poedeiras da linhagem Lohmann Brown L.ite, alojadas
em gaiolas medindo 100 x 40 x 45 cm (10 aves/gaiola), ocupando um espaco de 450 cm?/ave,
equipadas com comedouros tipo calha e bebedouros tipo nipple, com fornecimento de 4gua ad
libitum e racdo controlada durante todo o periodo experimental. O fotoperiodo adotado foi 17
horas (natural + artificial). Durante todo o periodo experimental, a temperatura e umidade
relativa do ar no interior do galpdo foram registradas diariamente por meio de Datalogger
(modelo Hobo U12-013, onset) (Figura 1), sendo verificado uma temperatura média de 26,93°C
+ 1,48 e umidade relativa de 68% = 5,10.
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Figura 1. Valores médios das temperaturas e umidade relativa durante o periodo
experimental

Delineamento e Dietas experimentais

O periodo experimental teve duracdo de 280 dias (divididos em 10 ciclos de 28 dias).
As aves foram distribuidas nas parcelas experimentais de acordo com o peso (1821.35¢ *
114.80) e producéo (95.84 % + 1,44) em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2x4, constituido de duas dietas fornecidas de um dia de vida até as 30 semanas de idade
(Fase de crescimento, FC), as quais constituiram o primeiro fator, e quatro dietas utilizadas a
partir das 30 semanas (Fase de producdo, FP), as quais constituiram o segundo fator (Fase de
producéo, FP), compondo dessa forma oito grupos.

A constituicdo dos tratamentos ocorreu da seguinte forma: durante o periodo de um dia
a 30 semanas de idade, dois grupos de aves foram alimentados com duas fontes minerais que
consistiram na suplementacédo de 70, 70 e 8 mg/kg de Zn, Mn e Cu inorganicos (IM) e 40, 40 e
2,75 mg/kg de inorganicos associados com 30, 30 e 5,25 mg/kg de Zn, Mn e Cu complexados
a aminoacidos (MCA-ZMC). Ao atingirem as 30 semanas de idade, os dois grupos de aves
iniciais (Ml e MCA) foram redistribuidos em quatro grupos, sendo estes : 1) MI- contendo 70,
70 e 50 mg/kg, respectivamente, de Zn, Mn e Cu inorganicos; 2) MCA-ZMC - contendo 40,
40, 2,75 e 50 mg/kg de Zn, Mn, Cu e Fe inorganicos associados com 30, 30 e 5,25 mg/kg de
MCA-ZMC; 3) MCA-ZMCFe — contendo 40, 40, 2,75 e 10 mg/kg de Zn, Mn, Cu e Fe
inorganicos mais 30, 30 e 5,25 de MCA-ZMC e 40 mg/kg de Fe complexado a aminoacidos
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(MCA-Fe); 4) MCA-Fe — Contendo 70, 70, 8 e 10 mg/kg de Zn, Mn, Cu e Fe inorganicos mais
40 mg/kg de MCA-Fe. Apds atingirem as 50 semanas de idade 640 aves foram selecionadas
em funcdo do peso e producdo, e em seguida distribuidas entre as parcelas experimentais.

Os premixes minerais foram formulados de acordo com os niveis comumente utilizados
na industria. A suplementacdo por quilograma de premix mineral encontram-se descritas na
Tabela 1, e as dietas experimentais detalhadas na Tabela 2. Os seguintes ingredientes foram
usados como fontes inorganicas: oxido de zinco (73% Zn0O), 6xido de manganés (57% MnO),
sulfato de cobre (34,5% CuSO04H20), sulfato ferroso (30% SO4Fe), iodato de calcio (62% 1) e
selenito de sodio (45% Se). Os minerais complexados com aminoacidos foram Zn, Mn, Cu e
Fe.

Tabela 1. Composi¢do mineral calculada e analisada das dietas experimentais

MI MCA-ZMC?® MCA-ZMC-Fe MCA-Fe®
Calculada, Premix | Premix Il Premix I11 Premix IV
mg/kg IM MCA IM MCA IM MCA

Zinco! 70 40 30 40 30 70
Manganés? 70 40 30 40 30 70
Cobre? 8 2,75 5,25 2,75 5,25 8
Ferro* 50 50 10 40 10 40
lodo 1,0 1,0 1,0 1,0
Selénio 0,25 0,25 0,25 0,25
ﬁg‘;""('sada’ M MCA-ZMC MCA-ZMC+Fe MCA-Fe
Zinco 95,46 95,03 95,08 95,27
Manganés 90,57 90,38 92,78 92,60
Cobre 12,06 12,91 12,82 12,28
Ferro 107,84 107,14 107,95 107,04
Célcio, g/kg 45,63 45,81 45,54 45,65
Faésforo, g/kg 4,08 4,14 412 4,04

Suplementag&o por quilo de produto: *Oxido de Zinco 799g / kg (Min,); 2Oxido de manganes, 60-62% de MnO,
600g / Kg (Min); 3Sulfato de cobre, CuSO4,5H20, 2509 de Cu; *Sulfato de Ferro, FeSO4H20, 300g / kg (Min,);
SAvailaZzMC (descricdo fisica 750g / ton); ®AvailaFe (descricdo fisica 400g / ton): ferro: 40 mg/kg.
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Tabela 2. Composicéo calculada e analisada das dietas experimentais

Ingredientes, % Ml MCA-ZMC MCA-ZMCFe MCA-Fe
Milho moido 63,403 63,403 63,403 63,403
Farelo de soja 24,876 24,876 24,876 24,876
Oleo de soja 0,200 0,200 0,200 0,200
Calcario calcitico 9,900 9,900 9,900 9,900
Fosfato bicalcico 0,341 0,341 0,341 0,341
Bicarbonato de sédio 0,150 0,150 0,150 0,150
Sal comum 0,232 0,232 0,232 0,232
DL-Metionina 99 0,253 0,253 0,253 0,253
L-Treonina 98,5 0,038 0,038 0,038 0,038
Biobond? 0,150 0,150 0,150 0,150
Clostat? 0,050 0,050 0,050 0,050
Phytase AB Vista? 0,006 0,006 0,006 0,006
Premix Vitaminico* 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Mineral | 0,100 - - -
Premix Mineral 1l - 0,100 - -
Premix Mineral |11 - - 0,100 -
Premix Mineral IV - - - 0,10
MCA-ZMC?® - 0,075 0,075 -
MCA-Feb - - 0,040 0,040
Caulim 0,200 0,125 0,085 0,160
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicdo Nutricional
EMA, kcal/kg 2756 2756 2756 2756
Proteina Bruta, % 16,42 16,42 16,42 16,42
Proteina Bruta’, % 16,65 16,15 16,40 16,06
Matéria seca’, % 90,63 91,23 90,95 91,00
Matéria Mineral”, % 15,71 15,16 15,28 15,64
Aminoéacidos digestiveis, %
Lisina 0,78 0,78 0,78 0,78
Metionina 0,47 0,47 0,47 0,47
Metionina + Cistina 0,71 0,71 0,71 0,71
Treonina 0,59 0,59 0,59 0,59
Arginina 1,00 1,00 1,00 1,00
Isoleucina 0,62 0,62 0,62 0,62
Triptofano 0,20 0,20 0,20 0,20
Caélcio, % 4,10 4,10 4,10 4,10
Fésforo disponivel, % 0,35 0,35 0,35 0,35
Sadio 0,15 0,15 0,15 0,15
Cloro, % 0,18 0,18 0,18 0,18
Potassio, % 0,63 0,63 0,63 0,63
B. eletrolitico, mEq/kg 175,57 175,57 175,57 175,57

LAditivo adsorvente de micotoxinas: Aluminossilicato de sddio e calcio (600 g/kg) e parede celular de levedura (400g/kg).
2Bacillus subtilis (min): 1 x 1011 CFU*/Ib (2,2 x 108 CFU/g): 3Fitase (min) 10.000 FTU/g. 4 Vitamina A (min): 8.000,000
Ul/kg, Vitamina D3 (min):2.500,000 Ul/kg, Vutamina E (min): 6.00 Ul/kg, Vitamina K3 (min): 4.500 mg/kg, Vitamina B6
(min): 2.000mg/kg, Vitamina B12 (min) 12.000 mcg / kg, Niacina (min): 15 g/kg, Pantotenato de célcio (min): 6.000 mg/kg,
acido félico (min): 400 mg/kg, Biotina (min): 25 mg/kg. *Availa-ZMC (750g/ton): 40 mg/kg de Zn aminoacidos, 40 mg/kg
de Mn aminoéacidos 7 mg/kg de Cu aminoéacidos. 8Availa-Fe (400 g/ton): 40 mg/kg de Fe aminoécidos. 7 Valores analisados.
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Variaveis analisadas

Desempenho

O consumo de racdo (g/ave/dia), peso vivo (g), peso do ovo (g), massa de ovos
(g/aveldia), producdo de ovos (%) e conversdo alimentar (kg de racdo/duzia de ovos e kg de
ragdo/kg de ovos) foram avaliados no ensaio. Os ovos foram coletados duas vezes ao dia,
contabilizados e pesados.

O consumo de racao foi calculado considerando a quantidade de racdo fornecida durante
0 periodo de sete dias, subtraindo as sobras e dividindo-se pelo nimero de aves alojadas por
parcela. Para o calculo da converséo alimentar em g/ave/dia, considerou-se o consumo médio
do periodo dividido pela massa de ovos obtida no mesmo periodo. J& a conversdo alimentar kg
de racdo/dizia de ovos foi obtida dividindo-se o consumo médio de racao da parcela obtido no
periodo, dividido pela dizia de ovos produzida. A producéo de ovos foi calculada como a razao
entre 0 nimero de ovos produzidos e 0 nimero de aves alojadas, por periodo, multiplicado por
100. A massa de ovos (g/ave/dia) foi calculada multiplicando a produgéo de ovos pelo peso do

0ovo.

Qualidade de Ovos

Nos ultimos trés dias de cada periodo, trés ovos foram selecionados por unidade
experimental com base no peso médio, totalizando 24 ovos por tratamento, para avaliagdo do
peso do ovo (PO, g), peso de albimen (PA, g), peso da gema (PG, g), altura do albimen (AA,
mm), peso da casca (PC, g), espessura da casca (EC, mm) e percentagens de gema, albumen,
casca e unidade Haugh.

Os ovos foram identificados e pesados individualmente em balanga semi-analitica com
precisdo de 0,01 g (Bel, modelo L 3102iH). A classificacdo dos ovos foi feita de acordo com o
guia de cores da casca com uma escala de 1 a 8 (Zinpro Corporation, Eden Prairie, MN, USA),
sendo os pantones 1, 2 e 3 considerados palidos, 4 e 5 intermediarios e a partir de 6 considerados
vermelhos. Cada um dos pantones da guia de cores da casca foi submetido ao colorimetro
Minolta (CR-410C), em que foi determinado o indice E [E=(L2 + a2 + b?) 0,5, onde: L=
luminosidade; a=coordenada vermelho/verde e b=coordenada amarelo/azul].

Para determinar a altura do albumen, os ovos foram quebrados e seu contetdo (albumen
+ gema) colocado em uma superficie plana e nivelada. Em seguida, a altura do albimen (mm)
foi medida pela leitura do valor indicado pelo paquimetro digital. O célculo de unidades Haugh

(HU) foi feito utilizando as variaveis peso do ovo (W, g) e altura do albdmen (h, mm) através
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da seguinte equacdo: UH=100 log (h + 7,57 - 1,7w%%" ) (CARD; NESHEIM, 1968).
Posteriormente, as gemas foram separadas do albimen e pesadas em balanca de precisdo de
0,01 g (Bel, modelo L 3102iH). As cascas dos ovos, logo apds a quebra, foram lavadas em agua
corrente para remocao de todo o residuo de albimen, e posteriormente secas ao ar por 48h antes
de serem pesadas e terem a espessura medida em trés pontos distintos na area transversal central
usando um micrémetro de precisao (iGaging, San Clemente, CA, EUA).

As porcentagens de gema e casca foram calculadas em relagdo ao peso do ovo, enquanto
0 peso e a porcentagem de albimen foram determinados como a diferenga entre o peso do ovo
e 0 peso da casca e da gema. Para a andlise colorimétrica da gema, foi utilizado um leque de
cores com escala de 1 a 15 (DSM). Para determinacdo da resisténcia da casca foram
selecionados cinco ovos por unidade experimental de forma aleatoria, totalizando 40 ovos por
tratamento, os quais foram analisados pelo equipamento Digital Egg Teste DET 6000, marca
NABEL®, que utilizando o método de compressdo em baixa velocidade mede a resisténcia da

casca no momento de sua quebra.

Peso dos 0rgaos

No final do periodo experimental, uma ave por parcela foi selecionada de acordo com o
peso médio e, em seguida, eutanasiada para coleta das tibias e do figado das aves, os quais
foram pesados em balanca semi-analitica (+ 0,019).

As tibias direita e esquerda foram coletadas para analise de densidade e composicao
Ossea, respectivamente. A tibia direita foi dessecada no momento da coleta e armazenada em
tubos falcon de 50 ml, contendo solucdo de formol a dez por cento até 0 momento da analise.
As tibias esquerdas foram coletadas, acondicionadas em sacos plasticos previamente

identificados e armazenados em freezer para posteriormente serem dissecadas e analisadas.

Analise hormonal e bioguimica sérica

No dltimo dia do periodo experimental, amostras de sangue (5 ml) de uma ave por
parcela foram coletadas. As amostras foram identificadas e centrifugadas a 3500 rpm durante
15 minutos; em seguida, com auxilio de uma pipeta, coletaram-se 2 ml de soro, que foi
armazenado em Eppendorfs e congelados em freezer até o momento das analises. As amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Biologia Molecular Aplicada a Producdo Animal
(BIOPA/DZ/UFRPE), no qual foram analisadas com relacdo as concentragdes hormonais de

corticosterona (um/ml), triiodotironina (T3, um/ml) e fosfatase alcalina (U/L). No momento da
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analise, as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, diluidas e preparadas de
acordo com a metodologia descrita pelo kit comercial (BIOCLIN®) e, em seguida, submetidas

a leitura em espectrofotémetro (Bioclin, Biolisa Reader).

Resisténcia Ossea

As tibias esquerdas foram descongeladas e os tecidos envolventes foram retirados sem
provocar injarias na estrutura 6ssea. Em seguida, pesadas em balanga semi-analitica (£ 0,01Q)
e seu comprimento medido com auxilio de um paquimetro digital (capacidade de 0 a 150 mm
e precisdo de 0,01 mm).

As analises de resisténcia Ossea foram realizadas no Laboratério de Avaliacdo de
Produtos de Origem Animal (LAPOA, Universidade Federal da Paraiba -UFPB) com as tibias
in natura, utilizando um texturémetro (Texture Analyser - TA XT Plus Texture Analyzer). Os
0ssos foram posicionados de forma idéntica sob dois suportes com espaco entre eles de 30 mm
e um programa computacional registrou a forca (kgf) necessaria para que ocorresse a quebra

total do osso.

Densitometria Computadorizada

A tomografia computadorizada foi realizada em cinco tibias por tratamento através do
equipamento Hi-Speed FXI CT scanner (General Electric, Fairfield, CT 06824, USA)
pertencente ao laboratério FOCUS. Os ossos foram retirados da solugdo de formaldeido e as
tibias foram separadas por tratamento e posicionadas lado a lado para aquisicao das imagens.
Imagens transversais foram adquiridas a partir de cortes seccionais de 2 mm de espessura em
um intervalo de reconstrucdo de 1 mm, 120 kV e corrente de tubo automatica (mA) na
velocidade de uma rotacéo por segundo.

Posteriormente, as imagens foram analisadas com o Software Dicom (verséo 1.1.7,
Horos, Purview, Annapolis, MD 21401, EUA) para a estimativa dos valores individuais de
radiodensidade 6ssea em 3 niveis de corte distintos da diafise (proximal, medial e distal). Cada
regido foi dividida em quatro quadrantes e uma regido circular de interesse (ROI) selecionado
para avaliacdo densitometrica do osso cortical (Figura 3). Os resultados foram dados em
unidades Hounsfield (HU), sendo posteriormente corrigidos e convertidos mg/cm3 de
hidroxiapatita de calcio usando a equagdo BMD = 200 HUt / (HUw - HUDb), conforme
metodologia descrita por Oliveira et al. (2012) e Souza et al. (2018).
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Figura 2: Imagem tomografica em corte transversal da tibia de galinha poedeira
Quantificacdo mineral
Obtencao e preparo das amostras para quantificacdo mineral

Gema dos ovos.

Ao final do ultimo ciclo de qualidade (aves com 93 semanas de idade) trés gemas por unidade
experimental (24 gemas por tratamento) foram coletadas e armazenadas em sacos plasticos e
congeladas em freezer a 20°C. Posteriormente foram descongeladas e homogeneizadas. No
Laboratério de Nutricdo Animal da UFRPE (LNA/UFRPE), uma amostra de 10 gramas de
gema de cada repeticdo foi levada a estufa de ventilacdo forcada, onde foram secas a 105°C por
24 horas.

Excretas.

Uma semana antes do final do periodo experimental (aves com 92 semanas de idade) todas as
gaiolas foram adaptadas com folha de papel craft sob o piso para proporcionar a coleta parcial
das excretas frescas, a qual foi realizada durante dois dias consecutivos pelo horario da manha
(10h) e a tarde (15h). As amostras de excretas obtidas foram acondicionadas em sacos plasticos
previamente identificados e congelados em freezer a -20°C até o momento da analise.
Posteriormente, todas as amostras foram descongeladas e homogeneizadas por unidade
experimental, em seguida encaminhadas ao Laboratério de Nutricdo Animal (LNA/UFRPE),
onde foram secas em estufa de circulacdo forcada a 105°C durante 24 horas. Logo apds, as
amostras foram moidas em moinho tipo bola e armazenadas em potes coletores até 0 momento

da analise.
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Tibia e Figado.
Ao final do periodo experimental, uma ave por parcela experimental (aves com 93 semanas de
idade) foi selecionada de acordo com o peso médio de cada parcela e eutanasiadas por
deslocamento cervical para coleta das tibias e 6rgdos. As tibias esquerdas foram coletadas e
armazenadas em sacos plasticos previamente identificados; do mesmo modo, os figados
coletados foram armazenados em potes coletores e ambos (tibias e figados) foram congelados
em freezer a -20°C até o0 momento da anélise.

As tibias e os figados foram encaminhados ao LNA/UFRPE onde foram descongelados,
as tibias dessecadas e colocadas em cadinhos identificados de acordo com cada tratamento, e
os figados colocados em placas de petri e fragmentados para permitir secagem completa da
amostra; ambas as amostras foram secas em estufa de ventilagcdo forcada a 105°C durante 24
horas. As tibias, posteriormente, foram calcinadas em mufla a 600°C durante 4 horas para
obtencéo das cinzas (YAN; WALDROUP, 2006).

Digestdo e quantificacdo dos minerais nas amostras

Apdbs a obtencdo das amostras secas de gema, figado e excretas foram pesados 0,5
gramas de cada amostra em balanca analitica (+ 0,0001g) e digerida com 6 ml de HNO3 (65%)
em forno micro-ondas (Mars Xpress: Thechnology Inside, CEM Corporation), por 30 minutos
a 160 °C. A solucdo obtida foi filtrada em papel filtro quantitativo faixa azul e diluidas com
agua deionizada até atingirem o volume referente a 25ml. Para as tibias, amostras de 0,5 gramas
foram pesadas e digeridas em sistema aberto com 6ml de HNO3 (65% PA) por 10 minutos.
Apos este intervalo, as amostras passaram pelo mesmo processo de filtragem e dilui¢do citadas
anteriormente para as demais amostras.

As quantificaces dos minerais (Zn, Mn, Cu, Fe, Ca e P) nas amostras foram realizadas
no Laboratério de Quimica Ambiental de Solos da UFRPE através do espectrofotdmetro de
emissdo oOptica com fonte de plasma indutivamente acoplado (Optima 7000 DV ICP-OES,

PerkinElmer).

Analise Estatistica
As hipoteses de normalidade e homocedasticidade foram testadas para a andlise de
variancia. O seguinte modelo estatistico foi utilizado:
Yijk = u + ai + Bj + vk + Bjyk + eijk
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Em que: Yijk é a resposta na unidade de observacdo; p é a média geral esperada da
variavel resposta; ai ¢ o efeito diferencial atribuivel ao tratamento de controle i; Bj € o efeito
diferencial atribuivel ao tratamento de ZMC 1; vk ¢ o efeito diferencial atribuivel ao tratamento
de Fe i; Bjyk ¢ a interagdo entre o efeito atribuivel aos tratamentos ZMCi e Fej e eijk € o erro
aleatério associado a unidade experimental j no grupo de tratamento i. Os dados foram
analisados pelo procedimento PROC GLM do software Statistical Analysis System versao 9.2
(SAS, 2009). No caso das diferencas, as medias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<
0.05).

RESULTADOS

Desempenho e qualidade de ovos

Os resultados obtidos para variaveis de desempenho produtivo estdo apresentados na Tabela 3.
Nado foram observados efeito de interacdo (P > 0.05) para as variaveis de desempenho produtivo
analisadas; entretanto, ao considerar os fatores de forma isolada observou-se que as aves quando
suplementadas parcialmente com fontes MCA- ZMC desde a FC apresentaram 27,16 g a mais no peso
corporal (P=0.038) e um incremento no consumo de ragéo de 0,84 mg (P=0.012). Ao considerar a
suplementacdo parcial apenas durante a FP identificou-se que a suplementacdo parcial com MCA-
ZMC ou MCA-Fe apresentaram aumentos no consumo de racao de 1,36 e 2,15 g em relacéo as aves
suplementadas apenas com fontes Ml (P < 0.001), ndo sendo verificado alteragdes no consumo entre
as aves suplementadas com fontes Ml e MCA-ZMCFe. Para as variaveis peso do ovo (PO, g), massa
de ovos (MO, g ave dia), percentual de postura e converséo alimentar (CA, kg kg, diizia) ndo foram

verificados efeito de interacdo (P > 0.05) nem efeito dos fatores isolados.
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Tabela 3. Média do peso corporal (PC, kg), consumo de racao (CR, g/ave/dia), peso do ovo (PO,
g), massa de ovos (MO, g/ave/ dia), conversdo alimentar (CA, kg/kg de ovos, CAD kg/duzia de
ovos) e percentual de postura (PP%) de galinhas poedeiras semipesadas suplementadas com fontes
minerais complexadas a aminoacidos das 50 as 93 semanas de idade

Fase Fase PC CR PP PO MO CA CAD
Crescimento Produgéo g glaveldia % g glave  kg/kg kg/dz
MI 1.881,18" 109,77° 88,08 66,82 5893 1,872 1,498
MCA-ZMC 1.908,34* 110,61 87,59 67,32 59,07 1,870 1,513
MI 1.880,02 109,15° 87,60 67,50 5942 1,842 1,496

MCA-ZMC 1.888,46 110,51* 86,87 67,20 5837 1,891 1,522
MCA-ZMC+Fe  1.91320 109,93 88,26 66,96 59,08 1,863 1,498

MCA-Fe 1.897,36 111,30®@ 88,65 66,75 59,27 1,883 1,510

Ml MI 1.852,30 108,32 8891 66,80 5957 1,825 1,457
MCA-ZMC 1.885,40 109,87 87,11 67,23 58,61 1,881 1,517
MCA-ZMC+Fe  1.910,70 109,74 88,13 67,07 59,19 1,860 1,499

MCA-Fe 1.876,30 111,37 88,17 66,24 58,42 1918 1,519

MCA-ZMC Ml 1.907,70 109,99 86,44 68,08 5931 1,855 1,530
MCA-ZMC 1.891,50 111,15 86,66 67,16 58,19 1,899 1,528
MCA-ZMC+Fe  1.915,70 110,12 88,37 66,82 5897 1,866 1,496

MCA-Fe 191840 111,26 89,07 67,34 60,12 1,854 1,590

P-Value FC 0,0389 0,012 0,615 0,060 0,758 0,918 0,356
FP 0,3109 <0,001 0,540 0,378 0,664 0,456 0,635

FCxFP 0,4053 0,184 0,567 0,109 0,606 0,520 0,265

SEM 6,63 0,191 0,430 0,241 0,303 0,011 0,008

A Valores com diferentes letras diferem significativamente (P < 0.05). SEM: Erro padrdo da média.

Os resultados obtidos para as variaveis de qualidade dos ovos apresentados na Tabela 4
demonstraram efeito de interacdo (P < 0.01) para cor da gema e espessura de casca dos ovos (P
= 0.018) a partir da suplementacdo parcial dos complexos minerais de Zn, Mn e Cu fornecidos
desde a FC. A partir do desdobramento da interacdo (Tabela 4) identificou-se que a
suplementacdo parcial dos complexos de Zn, Mn, Cu (MCA) desde a FC promoveram gemas
de ovos mais claras (P=0.018) quando durante a FP foram suplementadas com fontes MCA-
ZMCFe.

Ao analisar o desdobramento da interacéo (P = 0.018) para espessura de casca (Tabela 4),
observou-se que as aves suplementadas com fontes MI durante a FC apresentam maior espessura
de casca quando durante a FP foram suplementadas parcialmente com qualquer das dietas
contendo complexos minerais (MCA-ZMC, MCA-ZMCFe e MCA-Fe), e quando suplementadas
desde a FC com MCA aumentaram a espessura da casca dos ovos apenas quando permanecem
consumindo parcialmente fontes MCA-ZMC associado ao MCA-Fe. As demais variaveis de

qualidade dos ovos nao foram influenciadas (P>0,05) pelos tratamentos experimentais.
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Variaveis dsseas

As médias obtidas para as variaveis 0sseas encontram-se representadas na Tabela 5, ndo
sendo identificado efeito de interacdo entre as varidveis peso relativo da tibia (P=0,556),
comprimento de tibia (P=0,060), largura da tibia (P=0,345) e resisténcia 0ssea (P=0,141). Aves
suplementadas durante FC com dietas contendo MCA-ZMC apresentaram menor peso relativo
da tibia quando comparadas as aves que consumiram dietas com MI (P=0,025).

Houve efeito da interacdo (P<0.001) para variavel de densitometria Ossea das tibias
avaliadas (Tabela 6). A partir da analise fatorial e desdobramento das interagdes identificou-se
que a suplementacdo parcial com MCA desde a FC promoveu tibias com maiores médias de
densidade 6ssea (P<0.01) quando durante a FP foram suplementadas MCA-ZMCFe (1467,20
mg/cm3) e MCA-Fe (1421,25 mg/cm3). Aves suplementadas com Ml durante a FC e que durante
a FP foram suplementadas com MCA-ZMCFe ou MCA-Fe tiveram médias de densidade dssea
mais baixas (907,95 mg/cm? e 778,61 mg/cm3, respectivamente).

Ao analisar a suplementacdo mineral durante a FP ndo foram identificadas alterac6es
nas densidades Osseas das aves suplementadas com fontes MI durante a FC e que consumiram
durante a FP fontes MI ou MCA. Entretanto, maiores médias para densidade foram observadas
em 0ssos de aves que consumiram na FC dietas contendo MCA e que durante a FP consumiram
dietas contendo MCA-ZMCFe ou MCA-Fe.



Tabela 4. VValores médios dos escores de coloracao (SC), peso do ovo (PO, g), peso de albimen (PA, g), altura de albimen (AA, mm), peso de
gema (PG, g), cor de casca (CC), peso de casca (PC, g), espessura de casca (EC, mm), Unidade Haugh (HU), percentual de gema (GE), albimen

(AL), casca (CA) e resisténcia de casca (RSC, kgf) de galinhas poedeiras suplementadas com fontes minerais complexadas a aminoacidos
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Fase Fase SC PO PA AA PG CG CC PC EC UH GE AL CA RSC
Crescimento Producéo 0-5 g g mm g 1lals g mm % % % kof

MI 325 6580 43,20 589 1646 564 7525 6,31 0459 73,23 2490 6570 957 4,05
MCA-ZMC 321 66,06 4328 584 1657 564 7544 6,29 0458 72,46 25,07 6554 954 4,00
Ml 3,12 6572 43,18 591 16,52 567 7513 6,30 0441° 73,13 24,98 6575 9,59 3,98

MCA-ZMC 3,18 66,07 4320 585 16,61 5,64 7558 6,35 0,464* 72,92 2504 6557 959 4,05
MCA-ZMC+Fe 3,12 66,09 4333 593 1653 562 7544 6,28 0,467% 73,23 2502 6552 950 4,02

MCA-Fe 350 6585 4326 5,78 16,41 564 7525 6,26 0,464° 72,08 2491 65,64 954 4,05

Ml 300 6556 43,09 597 16,49 5,62 7507 6,30 0,437°° 73,70 24,90 65,71 9,63 4,02

M MCA-ZMC 325 6596 43,07 588 1654 5677 7575 6,43 04677 73,76 2491 6577 967 4,15
MCA-ZMC+Fe 300 66,30 4359 595 16,58 5,69°% 74,97 6,25 0,463* 73,35 2502 6565 9,41 3,99

MCA-Fe 3,62 6540 43,05 5,77 16,23 559 7520 6,27 0,471"% 7221 2479 6572 959 4,03

Ml 325 6587 4327 585 1655 573" 7519 6,31 0,445 72,58 25,07 6581 956 3,94

MCA-ZMC MCA-ZMC 3,12 66,17 43,32 582 16,68 561 7542 6,27 0,460"° 72,19 2517 6541 9,51 3,95
MCA-ZMC+Fe 325 66,89 43,09 591 1649 555°° 7586 6,32 0,471 73,11 25,02 6541 9,58 4,03

MCA-Fe 3,37 66,30 4348 580 16,58 5,69° 7531 6,26 0,456"° 7196 2503 6557 9,50 4,07

FC 0,913 0,372 0,733 0,469 0,279 0,993 0,301 0,649 0,590 0,129 0,246 0,248 0,479 0,315

P-Value FP 0,546 0,739 0,966 0,359 0,597 0,627 0,326 0,238 <0,001 0,353 0,919 0,724 0,398 0,730
FCXFP 0,793 0,409 0,510 0,873 0,508 0,004 0,249 0,150 0,018 0,739 0,913 0,734 0,056 0,289

SEM 0,084 0,135 0,113 0,031 0,051 0,015 0,095 0,015 0,002 0,251 0,069 0,069 0,023 0,025

AB Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna ndo diferem entre a forma de suplementacéo durante a FC. ° Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna
ndo diferem entre a fonte mineral suplementada durante a FP. Andlise pelo teste de Tukey (P <0.05).



Tabela 5. Média do peso relativo das tibias (PR), comprimento (CP),
espessura (ES) e resisténcia 6ssea (RO) de galinhas poedeiras suplementadas
parcialmente com complexos minerais de Zn, MN, Cu e Fe ao final da fase
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de producéo

Fase Fase PR CP ES RO
Crescimento Producéo % mm mm Kgf
Ml 0,542 113,20 6,56 23,77
MCA-ZMC 0,52° 112,55 6,47 24,75
Ml 0,53 112,34 6,50 23,74

MCA-ZMC 0,54 113,32 6,55 25,15

MCA-ZMC+Fe 0,53 112,61 6,63 24,75

MCA-Fe 0,53 113,12 6,36 22,66

Ml Ml 0,53 112,39 6,68 23,86
MCA-ZMC 0,56 114,51 6,56 27,22

MCA-ZMC+Fe 0,54 111,30 6,66 23,46

MCA-Fe 0,54 114,46 6,28 20,55

MCA-ZMC Mi 0,53 112,31 6,35 24,87
MCA-ZMC 0,52 111,95 6,54 23,08

MCA-ZMC+Fe 0,52 113,93 6,60 26,05

MCA-Fe 0,52 111,96 6,42 25,07

P-Value FC 0,025 0,410 0,355 0,472

FP 0,568 0,836 0,271 0,600

FCxFP 0,556 0,060 0,345 0,141

SEM 0,004 0,397 0,046 0,684

b Valores seguidos por diferentes letras diferem significativamente (P < 0.05). SEM:

Erro padréo da média

Tabela 6. Valores médios de radiodensidade das diferentes regides da tibia de galinhas
poedeiras suplementadas parcialmente com complexos minerais de Zn, Mn, Cu e Fe ao final da

fase de producao

Diéfise
Fase Fase Proximal Média Distal Médias
Crescimento Producéo mg/cm?3
Ml 814,47° 890,88° 916,16° 878,95°
MCA-ZMC 1.046,28° 1.148,69° 1.170,38° 1113,78?
Ml 801,65° 858,02° 919,72° 855,48°
MCA-ZMC 857,47° 929,95° 932,60° 918,44°
MCA-ZMC+Fe 1.038,45% 1.153,66% 1.188,62% 1.126,912
MCA-Fe 1.009,372 1.137,49* 1.107,072 1.084,65%
Ml 746,454 850,80 951,65% 849,63
M MCA-ZMC 913,004 964,107 1020,05%2 979,614
MCA-ZMC+Fe 876,102 937,708 910,058 907,958
MCA-Fe 742,0582 810,908 782,9082 778,61B2
Ml 856,85 A 865,25 879,814 861,334
MCA-ZMC MCA-ZMC 801,944 895,804 845,154 857,26"°
MCA-ZMC+Fe 1.200,8072 1.369,6142 1.467,20M 1.345,8742
MCA-Fe 1.276,70" 1.464,08"2 1.421,25"2 1.390,6742
FC < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
P-Value FP < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
FCxFP < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001
SEM 34,86 40,56 50,93 37,57

AB Medias seguidas por mesma letra maiGscula na coluna ndo diferem entre a forma de suplementagdo durante a FC.
ab Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna ndo diferem entre a fonte mineral suplementada durante a

FP. Analise pelo teste de Tukey (P <0.05).



60

Variaveis sanguineas

Observou-se (Tabela 7) efeito de intera¢do (P = 0,010) para variavel sanguinea fosfatase
alcalina (FA, U/L). A partir do desdobramento da interagdo verificou-se que as aves
suplementadas com MI durante a FC apresentaram maior atividade da FA (4,135 UI/L) quando
consumiram durante a FP dietas contendo MCA-ZMCFe. N&o sendo verificado alteragdes na
atividade da FA entre as fontes minerais (Ml ou MCA). Para as demais varidveis analisadas

(corticosterona e T3) ndo foram identificados efeito significativo (P > 0.05).

Tabela 7. Valores médios dos niveis de corticosterona (CT), triiodotironina (T3) e atividade
da fosfatase alcalina (FA) no plasma sanguineo de galinhas poedeiras suplementadas
parcialmente com complexos minerais de Zn, Mn, Cu e Fe ao final da fase de producao

Fase Fase CT T3 FA
Crescimento Producéo ug/ml U/L
MI 1,587 1,390 3,698
MCA-ZMC 1,732 1,258 3.,499

MI 1,592 1,368 3,605

MCA-ZMC 1,924 1,427 3,653
MCA-ZMC+Fe 1,558 1,283 3,722
MCA-Fe 1,589 1,255 3,400
MI 1,292 1,363 3,426%A
MCA-ZMC 1,730 1,567 3,894%A

M MCA-ZMC+Fe 1433 1231 4135
MCA-Fe 1807 1392 3308

M1 1841 1372 3814

MCA-ZMC 2091 1202 3411

MCA-ZMC  \icA-ZMC+Fe 1651 1335 3.308%
MCA-Fe 1,371 1,098 3,528

FC 0291 0073 0217

P-Value  FP 0339 0502 0502
FCXFP 0165 0083 0010

SEM 0,083 0039 0076

AB Médias seguidas por mesma letra mailscula na coluna ndo diferem
entre a forma de suplementacdo durante a FC. 2* Médias seguidas por
mesma letra maidscula na coluna ndo diferem entre a fonte mineral
suplementada durante a FP. Analise pelo teste de Tukey (P <0.05).

Composicdo mineral

N&o foram observados efeitos de interacdo (P > 0,005) para as concentracfes de Zn,
Mn, Cu e Fe na tibia (Tabela 8), figado (Tabela 9) e gema dos ovos (Tabela 10) das aves
suplementadas com diferentes fontes minerais durante as fases de crescimento (FC) e producéo
(FP). Entretanto, ao analisar os fatores de forma isolada pode-se observar que aves

suplementadas com fontes minerais inorganicas (MI) durante a fase de crescimento (FC)
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apresentaram maiores concentragdes de calcio (Ca) na tibia (P = 0,018) em relacdo as aves
suplementadas com minerais complexados a aminoacidos (MCA).

No figado (Tabela 9), pode-se verificar que as aves nao modificaram as concentragdes
de Fe (P > 0,05) quando foram suplementadas com fontes de MI ou quando suplementadas com
MCA (ZMC, ZMC+Fe ou Fe) durante as fases iniciais de criagdo. Entretanto, podem-se
verificar modificagfes nas concentracdes deste mineral entre as fontes minerais complexadas a
aminoacidos (MCA) durante a FP, sendo observadas maiores concentragcdes de Fe quando as
aves consumiram MCA-ZMC+Fe (264,17 mg/kg) ou quando foram suplementadas apenas com
MCA-Fe (222,05 mg/kg). Apesar da suplementacéo das aves com MCA-Fe ndo ter diferido das
aves suplementadas com MCA-ZMC (209,27 mg/kg), pode-se observar uma diferenca na
deposicdo de Fe entre esses grupos de 12,78 mg/kg. Do mesmo modo que o ferro, as
concentracOes de calcio no figado também demonstram ser influenciadas apenas de acordo com
a suplementacdo das fontes minerais complexadas a aminoacidos, sendo observadas maiores
concentracdes de Ca no figado (P = 0,021) para as aves suplementadas com MCA-ZMC+ Fe
(0,47 g/kg), e menores concentragbes quando suplementadas com MCA-Fe (0,34 g/kg). Ao
considerar as concentragdes de Cu, observou-se que aves suplementadas com MCA durante a
FC tenderam (P = 0,065) a aumentar as concentracdes de Cu no figado, sendo observada uma
retencdo de 0,87 mg/kg a mais que as aves suplementadas com M.

Na gema dos ovos (Tabela 10), verificou-se que as aves suplementadas com fontes
MCA-ZMC+Fe apresentaram maiores concentragdes de Mn (2,46 mg/kg) (P = 0,007), seguida
das aves suplementadas com MCA-Fe (2,26 mg/kg); entretanto, este ultimo ndo diferiu entre
as fontes Ml (2,11 mg/kg) e MCA-ZMC (2,21 mg/kg). De forma geral, observou-se que a
suplementacao a partir de complexos minerais contribuiram para aumentar as concentracées de
Mn na gema em 0,35, 0,15 e 0,10 mg/kg, respectivamente, para MCA- ZMC+Fe, MCA-Fe e
MCA-ZMC quando comparado as aves suplementadas com MI.



Tabela 8. Composicdo mineral da tibia de galinhas poedeiras semipesadas suplementadas parcialmente com
minerais (Zn, Mn, Cu e Fe) complexados a aminoacidos durante a fase de producgéo

Fase Fase Ash Zn Mn Cu Fe Ca P
Crescimento Producgéo % mg/kg a/kg
MI 45,81 341,50 17,81 0,68 113,44 405,162 182,10
MCA-ZMC 47,25 350,00 17,41 0,69 122,94 396,65" 181,70
MI 45,43 336,90 17,02 0,59 111,07 399,72 183,32

MCA-ZMC 48,32 351,40 18,54 0.,72 117,18 396,48 180,11
MCA-ZMC+Fe 44,98 342,70 17,63 0,76 124,80 403,50 183,11
MCA-Fe 47,16 350,90 17,27 0,65 119,15 402,10 181,04

M 44,73 329,10 16,08 0,64 114,95 399,99 184,47
MCA-ZMC 49,30 360,90 20,55 0,64 102,45 401,89 181,33

M MCA-ZMC+Fe 44,17 337,50 17,93 0,78 116,94 407,25 180,90
MCA-Fe 44,66 338,10 16,73 0,66 118,27 408,91 182,96

Ml 46,28 344,00 17,83 0,53 107,74 399,48 182,33

MCA-ZMC MCA-ZMC 47,21 343,30 16,53 0,81 130,07 392,42 179,18
MCA-ZMC+Fe 45,80 347,60 17,36 0,74 130,92 400,17 185,08

MCA-Fe 49,36 364,50 17,88 0,63 120,14 394,44 179,85

FC 0,263 0,543 0,763 0,923 0,105 0,018 0,684

P-Value FP 0,215 0,861 0,883 0,435 0,458 0,530 0,362
Fase x Fonte 0,299 0,647 0,493 0,533 0,158 0,511 0,274

SEM 0,640 0,000 0,671 0,038 2,826 1,670 0,716

ab Médias seguidas por mesma tetras minusculas na coluna ndo diferem entre a fonte mineral utilizada durante a FP. Anélise pelo teste de
Tukey (P <0,05).
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Tabela 9. Composicdo mineral do figado de galinhas poedeiras semipesadas suplementadas
parcialmente com minerais (Zn, Mn, Cu e Fe) complexados a aminoacidos durante a fase de producao

Fase Fase Zn Mn Cu Fe Ca P

Crescimento Producdo mg/kg a/kg

Ml 92,77 6,51 8,32 230,52 0,39 10,45

MCA-ZMC 98,27 6,82 9,19 241,37 0,40 10,12

Ml 94,77 6,97 8,59 247,90% 0,42% 10,54

MCA-ZMC 91,53 6,55 8,46 209,27° 0,36% 10,13

MCA-ZMC+Fe 102,7 6,95 9,34 264,172 0,472 10,61

MCA-Fe 92,41 6,22 8,61 222,05 0,34° 9,87

MI 91,19 6,94 8,47 232,31 0,44 10,86

M MCA-ZMC 90,58 6,24 8,23 205,58 0,37 10,52

MCA-ZMC+Fe 101,46 7,12 8,34 262,65 0,45 10,76

MCA-Fe 87,92 5,73 8,24 219,77 0,32 9,75

IM 98,38 7,00 8,74 265,72 0,40 10,18

MCAZMc  MCA-ZMC 92,86 6,82 8,60 212,51 0,35 9,79

MCA-ZMC+Fe 104,09 6,77 10,49 265,69 0,49 10,47

MCA-Fe 97,02 6,70 9,04 224,62 0,36 9,10

FC 0,377 0,335 0,065 0,447 0,590 0,373

P-Value FP 0,349 0,307 0,473 0,027 0,021 0,533

FC x FP 0,971 0,502 0,483 0,880 0,919 0,816

SEM 0,002 0,164 0,238 0,236 0,130 0,197

ab Meédias seguidas por mesma tetras minGsculas na coluna n&o diferem entre a fonte mineral utilizada durante a FP, Analise
pelo teste de Tukey (P <0,05).
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Tabela 10. Composicdo mineral da gema dos ovos de galinhas poedeiras semipesadas
suplementadas parcialmente com minerais (Zn, Mn, Cu e Fe) complexados a aminoacidos durante
a fase de producéo

Fase Fase Zn Mn Cu Fe Ca P
Crescimento Producéo mg/kg g/kg

Ml 100,70 2,26 3,23 113,16 3,54 13,91
MCA-ZMC 101,27 2,26 3,20 114,60 3,51 14,03
Ml 101,36 2,11° 3,26 113,64 3,50 13,91
MCA-ZMC 100,86 2,21° 3,16 111,59 3,50 13,87
MCA-ZMC+Fe 99,84 2,462 3,24 112,52 3,51 13,97
MCA-Fe 101,87 2,26% 3,19 117,61 3,58 14,10
IM 100,80 2,06 3,31 114,01 3,50 13,83
M MCA-ZMC 101,09 2,26 3,22 110,29 3,52 13,90
MCA-ZMC+Fe 99,42 2,43 3,25 113,57 3,53 13,89
MCA-Fe 101,54 2,29 3,16 114,41 3,60 14,00
Ml 101,99 2,17 3,22 113,21 3,50 14,01
MCA-ZMC MCA-ZMC 100,63 2,15 3,11 112,73 3,49 13,84
MCA-ZMC+Fe 100,26 2,48 3,23 111,49 3,50 14,06
MCA-Fe 102,21 2,24 3,24 120,81 3,57 14,21
FC 0,558 0,995 0,599 0,636 0,585 0,275
P-Value FP 0,450 0,007 0,690 0,295 0,476 0,481
FC x FP 0,938 0,520 0,698 0,654 0,990 0,819
SEM 0,458 0,007 0,030 0,010 0,000 0,054

ab Médias seguidas por mesma tetras minusculas na coluna ndo diferem entre a fonte mineral utilizada durante a FP,
Andlise pelo teste de Tukey (P <0,05).



65

Observou-se efeito de interagdo (P< 0,05) para as concentragOes de Mn e Ca nas excretas
das aves suplementadas com diferentes fontes minerais durante as fases de crescimento e

producéo (Tabela 11).

Tabela 11. Composicdo mineral das excretas de galinhas poedeiras semipesadas suplementadas
parcialmente com minerais (Zn, Mn, Cu e Fe) complexados a aminoacidos durante a fase de
producéo

Fase Fase Zn Mn Cu Fe Ca P
Crescimento Producéo mg/kg a/kg
Ml 326,46 250,98 33,53 558,67 71,26 5,98
MCA-ZMC 339,68 266,16 34,75 613,66 72,93 6,61
MlI 337,69 251,43® 3517 625,49 66,89 6,26
MCA-ZMC 340,54 279,39 36,14 577,57 69,83 6,17
MCA-ZMC+Fe 346,13  256,13® 36,12 681,57 73,76 6,64
MCA-Fe 309,06 24573 29,23 466,61 77,74 6,16
Ml 34290 273,36 36,79 688,42 70,064 6,00
IM MCA-ZMC 333,53 265,21*B 3506 424,06 71,924 579
MCA-ZMC+Fe 349,58  229,43"® 38,76 823,07 59,83% 6,49
MCA-Fe 287,68 236,12%A 2522 381,45 79,744 577
Ml 332,48 229,50 3355 56255 63,14°A 6,53
AACM-ZMC MCA-ZMC 347,54 295,60 37,22 782,25 67,44%A 6,55
MCA-ZMC+Fe 34354 276,16 34,15 57545 85,722A 6,75
MCA-Fe 333,50 256,72%A 33,81 563,92 7550%A 6,61
FC 0,434 0,078 0,756 0,698 0,534 0,074
P-Value FP 0,268 0,007 0,124 0,503 0,236 0,755
FC x FP 0,466 0,001 0,184 0,190 0,013 0,928
SEM 6,890 4,590 1,190 53510 2,070 0,160

AB Médias seguidas por mesma letra maiGscula na coluna néo diferem entre a forma de suplementacéo durante a FC,
ab Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna ndo diferem entre a fonte mineral suplementada durante a
FP, analise pelo teste de Tukey (P <0,05).

O desdobramento da interagdo (Tabela 11) para 0 Mn demonstrou uma reducéo de 46,93
e 30,29 mg/kg quando as aves provenientes da FC suplementadas com MI consumiram na dieta
MCA-ZMC+Fe e MCA-ZMC, respectivamente, quando comparado as aves suplementadas
com MCA desde a fase de crescimento e que receberam as mesmas suplementacgdes durante a
FP. Além disso, pode-se observar que a utilizacdo de fontes MI durante a fase de crescimento
elevou as concentragdes de Mn nas excretas (43,86 mg/kg) das aves quando comparado aos
animais suplementados com MCA durante a FC e que passaram a consumir MI durante a FP.

Ao analisar o efeito das fontes minerais sobre diferentes grupos de aves provenientes da
FC (Ml e MCA), identificou-se que a utilizacéo das fontes MCA (ZMC e -ZMC+Fe) reduziram
a excrecdo de Mn quando fornecido as aves provenientes da FC e que foram suplementadas
inicialmente com MI, sendo a reducdo mais expressiva observada para as aves suplementadas

com MCA-ZMC+Fe (43,93 mg/kg). Ja as aves suplementadas com MCA desde a FC
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apresentaram maiores concentracdes de Mn na excreta ao serem suplementadas com MCA.-
ZMC, MCA-ZMC+Fe e MCA-Fe; no entanto, as concentraces de Mn nas excretas das aves
suplementadas com MCA-Fe néo diferiram das aves suplementadas com MI.

Para as concentra¢es de célcio (Ca) nas excretas, o desdobramento da interagdo (Tabela
11) revelou reducéo de 25,89 g/kg, quando as aves foram suplementadas inicialmente (FC) com
fontes MI e passaram a consumir MCA-ZMC+ Fe durante a fase de producéo (FP).

Ao considerar o efeito das fontes minerais para os diferentes grupos de aves (Ml e MCA)
pode-se verificar que as aves suplementadas com fontes MCA durante a FC apresentaram
maiores concentragcdes de Ca na excreta ao serem suplementadas durante a FP com MCA-
ZMC+Fe, seguido dos tratamentos que consumiram MCA-ZMC e MCA-Fe; no entanto, estes

dois dltimos ndo diferiram das aves suplementadas com fontes Ml.

DISCUSSAO

Desempenho e qualidade de ovos

O principal resultado do nosso estudo foi a melhora da qualidade da casca dos ovos em
5,84% e melhor estrutura 6ssea das aves que consumiram MCA desde a FC até o periodo final
de producédo. Resultados importantes em se tratando de aves de postura comercial, ja que uma
proporcdo consideravel dos ovos é perdida devido a problemas de qualidade de casca. De
acordo com a pesquisa conduzida junto a industrias produtoras de ovos, por Roland (1988),
estas perdas podem variar de 13 a 20% ao longo de todo processo produtivo, sendo observado
que as perdas relacionadas apenas a postura podem variar entre 6,73 a 10,72% (MERTENS et
al., 2006). Além disso, os resultados obtidos para qualidade 6ssea apoiam o0s resultados obtidos
por Sousa et al. (2017a), que observaram melhorias na qualidade 6ssea de galinhas poedeiras
(Hy-Line, com 88 semanas de idade) durante o segundo ciclo produtivo ao serem
suplementadas com quelatos de Zn, Mn e Cu na dieta, e reiteram a ideia da manutencdo da
integridade neste tecido no final da fase produtiva, contribuindo para reduzir os riscos de fratura
0ssea nas aves, as quais impactam diretamente no bem-estar das aves (SANDILANDS, 2011)
e, consequentemente, na producao.

Alguns estudos demonstram que a utilizacdo de minerais complexados a moléculas
organicas (aminoacidos) melhoram a performance de galinhas poedeiras (MABE et al., 2003;
PEREIRA et al., 2018; XIE et al., 2019) em virtude de sua maior capacidade de absorc¢éo, e
maior biodisponibilidade em relacdo as fontes minerais inorganicas (ARAUJO et al., 2019).

Embora os metais proteinatos melhorem o desempenho produtivo das aves quando
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suplementados na dieta das aves de postura (IDOWU et al., 2011), é possivel que a sua
eficiéncia de absorcdo possa ser comprometida, pois o0 metal encontra-se ligado a uma proteina
que terd de ser hidrolisada antes de ser absorvida, gerando fragmentos de peptideos e
aminoéacidos, no qual o metal poderd estar ligado ou ndo. Tal caracteristica ndo afeta as
moléculas de metais aminoacidos, tendo em vista que a molécula formada é constituida de um
ion de metal para um de aminoacido (Center for Food and Nutrition Policy (CFNP), 2002),
tornando prontamente disponivel para absorcdo. Gao et al. (2014) demonstraram que os MCA
sdo absorvidos pela via de absor¢do de aminoacidos (amino acid pathway), em vez de usar 0s
transportadores convencionais de minerais traco, e esta é a razdo principal pela qual esta classe
de microminerais tem a biodisponibilidade significativamente melhorada.

Sendo assim, é possivel que aves suplementadas com MCA tenham apresentando um
desenvolvimento fisiolégico precoce, proporcionando as aves atingirem o maximo de seu
desenvolvimento fisioldgico de forma mais répida em relacdo as aves suplementadas com
fontes MI (PEREIRA et al. 2020), o que justifica o maior peso corporal e o incremento no
consumo de racdo observado nas aves suplementadas com MCA, j& que quanto maior massa
corporal, maior seria a demanda por nutrientes requisitada para manutencdo das atividades
metabdlicas.

Isso nos leva a inferir que aves suplementadas com MI tenham necessitado de um maior
periodo de tempo para atingirem 0 maximo de seu desenvolvimento fisiolégico, uma vez que a
utilizacdo de complexos minerais de Zn, Mn, e Cu aumentam o ganho de peso das aves
(MEDEIROS-VENTURA et al., 2020), e antecipam o inicio da postura (PEREIRA et al., 2020)
qguando utilizados durante as fases iniciais de crescimento. N&o obstante, o aumento no
consumo de alimento e peso das aves no final do periodo produtivo (93 semanas de idade) ao
serem alimentadas com dietas contendo MCA durante a FC, e que permaneceram ou n&o
consumindo MCA durante a FP, apresentaram consumo de ragédo e peso corporal proximos aos
sugeridos pelo guia comercial da Lohmann Brown-Lite (115 g/ave/dia e 2090 kg).

A cor da gema dos ovos é influenciada diretamente pelo conteldo de carotenoides
presentes na dieta das aves (GARCIA et al., 2002; HERNANDEZ, 2005), e a intensidade dessa
coloracéo, apesar de ndo indicar maior valor nutricional do ovo, é um dos fatores determinantes
para decisdo de escolha pelo consumidor (GARCIA et al., 2002). Os efeitos dos complexos
minerais observado em nossos estudos para coloracdo das gemas, contradizem as respostas
obtidas por outros autores, 0s quais ndo identificaram modifica¢des na coloragdo com utilizacdo
de fontes microminerais ligadas a moléculas organicas (ENRY:; ILES, 2006; PAIK et al., 2009;
ABEDINI et al., 2018; RAMOS-VIDALES et al., 2019; SALEH et al., 2019; DARVISHI et
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al., 2020). Apesar da resposta significativa, os valores observados ndo demonstram impactar
no aspecto visual das gemas, uma vez que as variagdes na coloracdo obtidas foram inferiores a
1 (0,18) ao serem comparados com os scores de coloracao do leque colorimétrico (DSM, escala
1 a15), tornando essa variagdo basicamente imperceptivel.

Um dos maiores problemas enfrentados dentro do sistema de producdo de ovos é a
reducdo da espessura da casca com o avanco da idade das aves (PARK; SOHN, 2018;
CROSARA et al., 2019). Considerando esse fato, torna-se fundamental a utilizacdo de praticas
de manejo nutricional que possam reduzir esses impactos dentro do sistema de producdo. Em
nossos estudos verificamos que a suplementacdo de dietas de poedeiras com MCA promoveu
melhora na ossificacdo e manutencao da integridade esquelética de galinhas até o final do ciclo
de vida, fazendo com que, ainda que em idade avancada, os lotes possam produzir ovos com
melhor qualidade de casca.

Estudos demonstraram que o complexo Zn-Met reduziu o estresse oxidativo quando
fornecido na dieta das aves (LI et al., 2019; DE GRANDE et al., 2020). Minerais traco sao
componentes chaves de complexos enzimaticos antioxidantes, tais como glutationa peroxidase
(GSH - Px) que tem como cofator o Se, e os complexos superéxido dismutase de Cu e Zn
(Cu/zn SOD) e superoxido dismutase de Mn (Mn SOD) (HARRIS, 1992).

Entre os diferentes érgdos do corpo, o intestino € um dos que atuam como uma importante
fonte de espécies reativas de oxigénio (ROS), também conhecidas como intermediarios reativos
de oxigénio (ROI), esses sdo subprodutos normais do metabolismo e benéficos para varios
processos fisiolégicos quando produzidos em quantidades baixas ou moderadas. Apesar da
barreira protetora presente na camada epitelial, diversos fatores podem ultrapassa-la causando
processos inflamatdrios que contribuem, ainda mais, para o estresse oxidativo, levando a
doengas gastrointestinais malignas e doencas inflamatorias intestinais (BHATTACHARYYA
etal., 2014).

Desse modo, é possivel que a substituicdo parcial das fontes minerais inorgénicas pelos
MCA tenha diminuido os efeitos do estresse oxidativo, reduzindo as interacGes negativas dos
radicais livres sobre a integridade das células intestinais que, consequentemente, podem ter
contribuido para maior aproveitamento dos elementos da dieta utilizados para formacédo da
casca dos ovos.

Considerando a utilizagdo do complexo Fe aminoéacidos (MCA-Fe), ndo ficou claro
quais os efeitos do Fe para melhoria da espessura da casca. Geralmente, a suplementagéo de Fe
na forma de complexo ou proteinato em dietas para galinhas poedeiras de ovos marrons (100

mg/kg de dieta) contribuem significativamente para coloragéo das cascas dos ovos e resisténcia
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(PARK et al., 2004; PAIK et al., 2009; SEO et al., 2010). O efeito na cor da casca é o resultado
da reciclagem das hemécias, as quais ddo origem as porfirinas que sdo depositadas na casca
através da células superficiais da glandula da casca (KARUNAJEEWA et al., 1989) e a
suplementacdo de Fe na dieta aumenta a sintese e a degradacdo dos eritrécitos, resultando no
aumento da cor, ja a resisténcia pode ser uma resposta da reducdo nas interagdes entre Fe
suplementar e outros minerais como Ca, P, Cu, Zn e Mg que podem influenciar a resisténcia da
casca dos ovos (PARK et al., 2004; SEO et al., 2010).

Embora ndo tenham sido observados efeitos significativos para resisténcia e coloragédo
da casca dos ovos, € provavel que a utilizacdo do Fe na forma de complexo mineral, mesmo
que em substituicdo parcial, possa ter contribuido para reduzir a ocorréncia de interacfes
antagodnicas entre os elementos minerais presentes na dieta das aves. Portanto, a reducdo nas
interacOes pode ter proporcionado um maior aproveitamento dos elementos minerais para
formacéo da casca dos ovos, 0s quais refletiram diretamente na espessura.

Mabe et al. (2003) comentaram que a suplementacéo dietética com MCA reduz os efeitos
negativos da idade sobre a qualidade dos ovos. O presente estudo reforca essa observacdo, mas
um aspecto importante a ressaltar € o que a preparacao do esqueleto cortical da pintainha € um
fator primordial para constituir uma boa galinha poedeira em sua fase adulta e em idades mais
avancadas de postura. Produzir ovos com galinhas longevas e com cascas de ovos de qualidade

€ um projeto lucrativo para as industrias de ovos.

Variaveis 6sseas

O 0sso é um tipo de tecido conjuntivo constituido por uma porcéo inorganica ou mineral
formada por fosfato de calcio e outra porcdo formada por uma matriz organica, em que 0S
microminerais como Zn, Cu e Mn desempenham importante papel em sua sintese, atuando
como cofatores enzimaticos (NUNES et al., 2013). Em galinhas poedeiras a qualidade 6ssea é
fundamental para processo produtivo, isso porque parte dos minerais utilizados para formacéo
da casca serdo provenientes dos 0ssos. Sendo assim, a nutrigdo atua como um importante fator
para o desenvolvimento e manutencao da massa 6ssea (DELLA PEPA; BRANDI, 2016).

Identificamos neste estudo que a suplementacao parcial com MCA-ZMC durante a FC
proporcionou menor peso relativo da tibia das galinhas as 93 semanas sem influenciar o peso
absoluto da tibia e as caracteristicas de comprimento, espessura e resisténcia 6ssea.
Acreditamos que a resposta obtida de menor peso relativo da tibia de galinhas alimentadas
durante a FC com MCA possa estar diretamente relacionada ao maior peso corporal das aves

(P=0.038) obtido no final do periodo experimental, tendo a maior massa corporal influenciado
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diretamente a proporcao das tibias avaliadas, tendo em vista que o peso absoluto das tibias ndo
apresentou alterac6es significativas. Outro aspecto importante a ser elucidado € que o peso da
tibia per se pode ndo ser uma boa medida de qualidade 6ssea, pois mesmo pesando menos, 0S
0ssos destas galinhas mostraram melhor ossificagdo, medido por densitometria 6ssea, que é
uma das medidas mais acuradas de ossificagdo (ONYANGO et al., 2003).

Ha variacdo de respostas a suplementacdo com minerais ligados a moléculas organicas
na literatura (SOUSA et al., 2017b; MIN et al., 2019). Sendo assim, foi protocolado neste
estudo, em vez de medir apenas as varidveis 0sseas comumente analisadas (comprimento, peso
absoluto e relativo, resisténcia), avaliamos também 0s 0ssos por meio da densitometria 6ssea,
considerando sua precisdo.

Embora uma ampla variedade de elementos minerais como Zn, Mn, Cu, Fe, B e Si estejam
relacionados a formacdo e manutencdo do tecido 6sseo (PEPA et al. 2016), a resposta obtida
em nossos estudos parece estar diretamente relacionada & acdo do Fe no metabolismo 6sseo.
Tsay et al. (2010) demonstraram que altas concentragfes de Fe no organismo promoveram
aumento da reabsorcdo 0ssea e estresse oxidativo em ratos.

O o0sso € um tecido que estd em formacéo e deformacéo durante todo o ciclo de vida dos
seres que possuem esqueleto. A homeostase Gssea € um processo complexo, em que 0S
osteoclastos removem tecido 6sseo e 0s osteoblastos tornam a forma-lo. De acordo com Balogh
et al. (2018), o Fe tem um papel importante neste delicado equilibrio entre formacéo e
deformacdo Ossea. Tanto a sobrecarga quanto a deficiencia de Fe podem gerar acdo de
osteclastos, provocando perda 6ssea. Entdo, a exigéncia de Fe é a homeostase dssea exige niveis
6timos, ndo tdo altos e nem téo baixos de Fe.

As aves apresentam em sua biologia éssea modificacdes durante o inicio da maturidade
sexual que as diferenciaram das demais espécies de animais. Essas modificagdes consistem na
alteracdo da funcdo dos osteoblastos responsaveis pela formacdo do tecido do tecido 6sseo
cortical lamelar e que passam a dar origem a um novo tecido 6sseo medular.

Esse novo tecido apresenta a mesma densidade do tecido désseo estrutural; entretanto, é
menos resistente que o estrutural por apresentar em sua estrutura fibras de colageno irregulares,
mas que contribuem para reduzir os riscos de fratura 6ssea nas aves e atuam como uma fonte
de célcio para a formacdao da casca dos ovos (WHITEHEAD, 2004).

Desse modo, acreditamos que o fornecimento de Zn, Mn, Cu e Fe complexados com
aminoéacidos proporcionou niveis de Fe ideais para as aves de modo a manter o delicado
equilibrio da homeostase dssea, a ponto de chagar ao final do ciclo de producdo com maior

deposicéo de tecido 6sseo medular, o que, consequentemente, contribuiu para maior densidade
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nos 0ssos das aves dos tratamentos avaliados (MCA-ZMCFe e MCA-Fe) e que, por

conseguinte, melhorou a qualidade das cascas dos ovos.

Varidveis sanguineas

A fosfatase alcalina (FA) é uma enzima considerada como marcador bioguimico do
metabolismo 6sseo, atuando nos processos de formacdo e de mineralizacdo dssea (VIEIRA,
1999). Lumeij e Westerhof (1987), em revisao relata que o aumento da atividade da fosfatase
alcalina em aves sdo associadas a atividade osteoplastica que podem estar envolvida, entre
outros fatores, a reparacdo do tecido Osseo. Desse modo, considerando as maiores
concentracOes desta enzima e a baixa densidade 6ssea observada em aves suplementadas com
MI durante a FC e que durante a FP consumiram MCA-ZMCFe, podemos inferir que as aves
sofreram maior impacto durante o processo de reabsorcdo Ossea por apresentarem baixas
reservas minerais na tibia, exigindo, desse modo, uma maior atividade metabolica para
reparacao do tecido 0sseo, refletindo diretamente na atividade da FA, a qual atua na reparacdo
do tecido 0sseo. Esta resposta mostra novamente como € importante a preparacdo da pintainha
para a vida adulta, pois, mesmo consumindo dietas contendo MCA-ZMCFe durante a FP, o fato
de terem consumido durante a FC dietas contendo MI, sua homeostase 6ssea pode ter sido

comprometida.

Composicao mineral

Ao analisar a composi¢do mineral, podemos observar que a suplementagédo parcial com
complexos minerais ndo alterou as concentragcdes de Zn, Mn, Cu e Fe na tibia; no entanto,
influenciaram as concentracdes de Fe, Ca e tenderam a modificar a concentracdo de Cu no
figado, assim como influenciaram as concentracfes de Mn na gema e nas excretas das aves.

Embora os microminerais ndo sejam frequentemente considerados no contexto do
desenvolvimento 0sseo, 0 processo de ossificacdo é totalmente dependente da disponibilidade
destes microminerais (DIBNER et al., 2007).

Estudos como o de Bai et al. (2017) demonstraram que a suplementacdo de aves de
postura com fontes minerais organicas (quelato de metal com metionina hidroxi analoga)
podem aumentar as concentracGes minerais de Zn e Mn na tibia das aves quando suplementados
substituindo 50% das fontes inorganicas (sulfato). De forma semelhante, Das et al. (2014)
verificam aumento nas concentracBes Zn e Mn na tibia ao suplementar as dietas com fontes
minerais organicas (Zn-Metionina, Mn-Metionina e Cu-Metionina). No entanto, 0 aumento nas

concentracdes foi observado apenas quando as dietas foram suplementas com 100% da fonte
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Zn (80 mg/kg) e Mn (80 mg/kg) organico. Apesar disto, um estudo desenvolvido por Mohanna
e Nys (1999) demonstrou que as modificagdes nas concentracdes de Zn na tibia serdo
influenciadas ndo so pela fonte (Zn-metionina e sulfato de Zn), mas principalmente pelas
concentracGes empregadas na dieta, apresentando um platé méximo de deposicao independente
da fonte mineral utilizada; embora os autores tenham avaliado apenas o Zn, € provavel que
esses efeitos se apliqguem para outros elementos minerais.

Em nossos estudos ndo identificamos alteraces nas concentra¢Ges dos microminerais
na tibia das aves suplementadas desde a fase de crescimento até o periodo final de producéo, a
partir da associagdo de fontes minerais inorganicas e organicas. Isso pode estar relacionado a
forma de suplementacdo (substituicdo total das fontes inorganicas) empregada, molécula
mineral utilizada e/ou diferentes niveis de suplementagéo avaliado em cada estudo. Além disso,
é possivel que os niveis das fontes de Zn e Mn (30 mg/kg) organicas empregadas em nossos
estudos possam ter sido utilizadas em outros tecidos do corpo e, consequentemente, a proporgao
armazenada nao foi suficiente para aumentar os niveis dos elementos na tibia, conforme
relatado em outros estudos. Embora as concentragdes dos microminerais (Zn, Mn, Cu e Fe) na
tibia ndo tenham sido influenciados pela fonte mineral e fase de criagcdo, pode-se observar que
aves suplementadas desde a fase de crescimento com MCA apresentaram menores
concentracBes de Ca na tibia em relacdo as aves suplementadas com MI. Resultados estes que
sdo contraditorios aos obtidos por Das et al. (2010) e Kwiatkowska et al. (2018), os quais ndo
verificaram alteracOes significativas nas concentragdes de Ca na tibia ao substituir a fonte de
Zn (80 mg/kg) e Fe (40 mg/kg) inorganica por fontes orgénicas. Ja EI-Husseiny et al. (2012)
identificaram que frangos de corte aumentaram as concentra¢cBes de Ca na tibia ao serem
suplementados com 50 ou 100% de Zn, Mn e Cu na forma de metal quelatado na dieta

O figado é o principal 6rgao envolvido no metabolismo dos diversos nutrientes.
Microminerais como Zn, Mn, Cu e Fe estdo presentes no figado em concentragdes variadas, as
quais podem ser modificadas em funcdo das concentracGes destes elementos na dieta e fonte
mineral utilizada (LIM; PAIK, 2003; MA et al., 2012; MIN et al., 2019). Em nossos estudos
identificamos aumento na deposicdo de Fe no figado ao suplementar as aves com MCA-
ZMC+Fe (264.17 mg/kg) em relacéo as aves suplementadas com MCA-ZMC (209.27 mg/kg).
O figado é um dos 6rgdos responsaveis pelo armazenamento de ferro no corpo, seguido pelo
baco e medula 6ssea, sendo a taxa de absorgdo ajustada em funcdo das necessidades do
organismo (GROTTO, 2008), concentracdes na dieta e fonte mineral utilizada (QIU et al.,
2020). Alguns estudos tém demonstrado que a utilizacdo de fontes de Fe organica (Fe-

Glicinato) promovem o0 aumento nas concentracdes hepatica de Fe, sendo observado um
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aumento linear em fung&o dos niveis suplementados (40, 80, 120 e 160), e uma maior eficiéncia
de absorcdo da fonte organica em relacéo a inorganica (MA et al., 2012). Resposta essa também
observada em estudos recentes conduzidos por Qiu et al. (2020), em que verificaram que a
fontes de Fe organica (glicinato) proporcionou maiores concentragdes de Fe no figado (156
mg/kg) de galinhas poedeiras (Hy- Line, com 50 semanas de idade) quando comparado as aves
suplementadas com a fonte inorganica (119.56 mg/kg) na mesma concentracdo na dieta (80
mg/kg).

A absorcdo de ferro a partir de fontes inorganicas é dependente de carreadores
especificos, sendo estes a DMT1, Ferroportina 1 (FPN1) e transferrina, 0s quais serdo
responsaveis pela importacao e exportacao de Fe através do enterdcito para corrente sanguinea
e dessa para os tecidos (GROTTO, 2010; GANZ, 2013). A utilizacdo de uma fonte mineral
organica, em particular o Fe, independe desses carreadores especificos, que podem também, no
caso da DMT1, atuar na captacéo de outros metais (Cu, Mn e Zn) e, consequentemente, reduzir
0 aproveitamento da fonte. Conforme demonstrado num estudo conduzido Xie et al. (2019),
em que verificaram maiores concentracdes de Fe no figado e menor a expressdo do mRNA da
DMT1 e da FPNL1 no intestino e aumento da transferrina quando as aves foram suplementadas
com dietas contendo 60 e 80 mg/kg de Fe organico (Fe-Glicinato).

De forma semelhante ao ferro, pode-se verificar uma tendéncia no aumento das
concentracdes de Cu no figado ao suplementar as aves desde a fase de crescimento com MCA
(9.19 mg/kg) em relacao as fontes Ml (8.32 mg/kQ).

Estudos anteriores relatam relagfes antagonicas entre Zn e Mn, sendo observado que o
excesso de um influencia a concentragdo hepética do outro (GONZALES et al., 2005), quando
fontes inorganicas desses elementos sdo fornecidas na dieta (AO et al., 2009). Ao et al. (2009)
verificaram menores concentragdes hepaticas de Cu ao suplementarem dietas de pintainhos com
diferentes fontes de Zn e Cu (sulfato ou proteinato), relataram que possivelmente tal reposta
possa estar relacionada ao sequestro do Cu pela metalotioneina (MT) intestinal, induzida pelo
auto teor de zinco da dieta. A metalotioneina esta envolvida no controle da absorcdo de Zn e
Cu, sendo relatado que 0 Zn estimula a producdo de MT, em condicdes de altas concentracfes
de Zn uma maior quantidade MT sera produzida, a qual atuara retendo tanto Zn como Mn,
limitando sua transferéncia para o plasma (BREMNER; BEATTIE, 1990) e, consequentemente,
para o figado.

A resposta observada em nossos estudos pode estar diretamente associada as maiores
taxas de absorcdo das moléculas de metais aminoacidos, tendo em vista que tais formas

organicas reduzem o grau de interacdo entre nutrientes e outros constituintes da dieta (fitatos e
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taninos), que poderiam levar a formacio de compostos insoltveis (KWIECIEN et al., 2015).
No presente estudo, os minerais avaliados sdo complexos de metais aminoacidos, sendo assim
estes acabam sendo absorvidos pelos mesmos sitios de absor¢do dos aminoacidos em qual se
encontram ligados (GAO et al., 2014; SAUER et al., 2017), e, consequentemente, reduzem a
dependéncia de carreadores especificos para absorcdo destes minerais. 1sso possivelmente
justificaria tal efeito, tendo em vista que as concentragdes de ferro e cobre em ambas as dietas
se mantiveram constantes, com concentragdes de 50 e 8 mg/kg, respectivamente,
suplementadas de forma associada entre fonte inorgénica e organica. Além disso, os elementos
Cu e Fe tem como principal local de armazenamento o figado (GROTTO, 2008; HAMDI et al.,
2018), diferente do Mn e do Zn, os quais sdo armazenados, principalmente, no tecido 6sseo
(HENRY et al., 1989; MOHANNA; NYS, 1999). Desse modo, € provavel que o figado seja
mais sensivel a alteracGes de Cu e Fe em relacdo ao Zn e Mn quando tais elementos estdo
presentes em diferentes formas moleculares na dieta.

O ovo representa uma das principais fontes de nutrientes para alimentacdo humana, o
qual apresenta, além de uma rica fonte de proteina de alta digestibilidade, minerais (Zn, Mn,
Cu, Fe, Se, Na, K, Cae P) e todas as vitaminas, com excecdo da C (BERTECHINI; MAZZUCO,
2013). No entanto, fatores como idade, linhagem, ambiente de criacdo e, principalmente, a
nutricdo podem atuar modificando a composic¢do dos nutrientes presente no ovo (HEFLIN et
al., 2010). Em nossos estudos identificamos maiores concentracdes de Mn na gema dos ovos
ao suplementar as aves durante a fase de producdo com MCA-ZMC+Fe.

Resultados esses também observado por Li et al. (2018) ao suplementar dietas de
galinhas poedeiras (Jinghong-1, com 53 semanas de idade) com manganés metionina (Mn-Met)
em diferentes niveis na deita (20, 40, 60 e 80 mg de Mn/kg). Do mesmo modo que as galinhas
poedeiras, codornas japonesas também demonstraram aumentar as concentracdes de Mn na
gema ao serem suplementadas com diferentes niveis (60, 120 e 180 mg Mn/kg) de uma fontes
organica (quelato) de Mn na dieta (GRAVENA et al., 2011).

Apesar das pesquisas com suplementacdo mineral e deposicdo destes na gema, ainda
pouco se sabe a respeito da deposi¢do de Mn na gema dos ovos (HOPCROFT et al., 2019). No
entanto, a maior quantidade de Mn na gema dos ovos de galinhas poedeiras suplementadas com
minerais organicos tem demonstram ser eficiente para impedir a oxidacdo lipidica da gema
durante o periodo de armazenamento (40 dias) a frio quando comparado as aves suplementadas
com fontes Mn inorganicas (VENGLOVSKA et al., 2014).

Embora a deposicdo de Mn seja relevante para qualidade interna dos ovos, suas maiores

concentracOes sdo observadas na casca, as quais sdo depositadas em concentragdes trés vezes
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maiores que a da gema e do albimen (LI et al., 2018), tendo a fonte organica uma bioeficacia
de deposicdo na casca do ovo de 470% em relacéo a fonte inorganica (XIAO et al., 2015). O
Mn desempenha importante papel na formacdo inicial da matriz organica da casca dos ovos,
pois é responsavel pela sintese de glicosaminoglicanos (GAGS), 0s quais sdo componentes dos
proteoglicanos que atuam controlando a estrutura e textura da casca (ZHANG et al., 2017a).

Alguns estudos relatam que a utilizacdo de Fe na forma organica é capaz de aumentar
as concentracdes deste mineral na gema (PARK et al., 2004; SKRIVAN et al., 2005; PAIK et
al., 2009; CORNESCO et al., 2014; TASCHETTO et al., 2017; XIE et al., 2019). Respostas
estas ndo observadas em nossos estudos, que possivelmente possam estar relacionadas as
concentracOes de ferro utilizadas nos estudos apontados anteriormente, que variaram de 60 a
200 mg/kg. N&o é observado aumento nas concentracdes de Fe na gema quando concentracdes
abaixo de 60 mg/kg sdo utilizadas nas dietas (XIE et al., 2019).

Identificamos que a utilizacdo dos complexos minerais (MCA-ZMC e MCA-ZMC+Fe)
influenciaram as concentra¢bes de Mn nas excretas das aves ao serem suplementadas com
diferentes fontes minerais (Ml ou MCA) durante a FC. O Mn é um dos elementos minerais
menos toxicos para os animais (SUN et al., 2020), pois apresenta uma baixa taxa de absorcao
intestinal e alta capacidade de excre¢do pelo figado (FINLEY et al., 1997). Alguns estudos
demonstram que a suplementacéo das aves a partir da fontes minerais organicas tem o potencial
de reduzir as concentra¢cfes dos elementos minerais nas excretas quando as concentracdes das
fontes inorganicas sdo reduzidas e substituidas por fontes organicas (NOLLET et al., 2007;
CARVALHO et al., 2015; QIU et al., 2020; SUN et al., 2020).

Em nossos estudos avaliamos as mesmas concentracbes minerais para as diferentes
fontes avaliadas (Ml ou MCA). Entre os microminerais, apenas as concentracdes de Mn foram
alteradas em funcdo da fonte mineral e fase de suplementacdo. Sendo verificado uma maior
excrecdo ao suplementar as aves com fontes MCA durante a FC e que permaneceram
consumindo durante a FP fontes MCA-ZMC ou MCA-ZMC+ Fe. Como as concentragdes
minerais de Mn n&o foram reduzidas, é provavel que a suplementacao parcial com fontes MCA
tenham sido suficientes para atender as necessidades das aves, e, consequentemente, uma maior
proporcao das fontes inorgéanicas foram excretas.

A maior excrecdo mineral também pode estar relacionada a maiores reservas corporais
deste elemento, proporcionada por uma alta taxa de absorcao das fontes MCA durante toda a
FC e, consequentemente, deposicdo nos tecidos corporais; desse modo, as aves, ao
permanecerem consumindo fontes MCA tenderam a atingir suas necessidades fisioldgicas de

forma mais rapida.
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Este resultado néo foi observado quando as aves deste mesmo grupo (MCA) passaram
a consumir IM. E provéavel que essas aves, ao apresentarem uma menor excre¢io de Mn,
necessitaram mobilizar parte de suas reservas corporais para suprir suas necessidades
metabolicas em funcdo da baixa disponibilidade da fonte inorgéanica; desse modo, com o
objetivo de manter os niveis corporais acabaram retendo uma maior concentracdo de Mn,
influenciando diretamente a excrecdo desse elemento para o ambiente.

Outro ponto que salientamos € com relacdo as modificacbes na expressdo dos
carreadores envolvidos na absorcao das fontes inorganicas, visto que um estudo conduzido por
Bai et al. (2014) demonstrou que a concentracdo de Mn foi capaz de modificar a expresséo de
MRNA da DMT1 e ferroportina 1 (FPT1) no intestino das aves de postura com 50 semanas.
Embora tenhamos avaliado concentra¢des constantes de Mn e demais elementos (Zn, Cu e Fe),
o efeito da fonte organica durante todo periodo produtivo pode ter levado a modificacdes na
expressdo de transportadores envolvidos na absor¢éo dos minerais em sua forma inorganica, e,

consequentemente, influenciar sua capacidade de aproveitamento, nesse caso 0 Mn.

CONCLUSAO

O uso de MCA-ZMC desde a FC em substituicdo parcial as fontes inorganicas, e a
manutengdo desta suplementagdo em associacdo ao MCA-Fe retardou os impactos da idade
sobre as caracteristicas 6sseas e qualidade da casca dos ovos durante a FP, influenciando
positivamente na atividade da fosfatase alcalina, manutencdo da integridade 6ssea das galinhas
e na espessura das cascas dos ovos, sem afetar o desempenho produtivo das aves.

A suplementacéo parcial das aves com MCA-ZMC durante as fases iniciais de criagéo
até o periodo final de producdo ndo determinaram maiores concentra¢cdes minerais nos tecidos
0sseo, hepatico, gema dos ovos e excretas das aves. Apenas a suplementacdo das aves durante
a fase final de producéo, independente da suplementagdo durante a fase de crescimento,
proporcionaram maiores concentracdes de Fe e Cu no figado e Mn na gema e nas excretas das

aves.

REFERENCIAS

ABEDINI, M.; SHARIATMADARI, F.; KARIMI TORSHIZI, M. A.; AHMADI, H. Effects of
zinc oxide nanoparticles on the egg quality, immune response, zinc retention, and blood
parameters of laying hens in the late phase of production. Journal of Animal Physiology and
Animal Nutrition, n. 102, pp. 736-745, 2018.



77

AO, T.; PIERCE, J. L.; POWER, R.; PESCATORE, A. J.; CANTOR, A. H.; DAWSON, K. A ;
FORD, M. J. Effects of feeding different forms of zinc and copper on the performance and
tissue mineral content of chicks. Poultry Science, n. 88, pp. 2171-2175, 2009.

ARAUJO, C. S. S.; HERMES, R. G.; BITTENCOURT, L. C.; SILVA, C. C.; ARAUJO, L. F;
GRANGHELLI, C. A.; PELISSARI, P. H.; ROQUE, F. A.; LEITE, B. G. S. Different dietary
trace mineral sources for broiler breeders and their progenies. Poultry Science, n. 98, pp. 4716—
4721, 20109.

BAI, S.; HUANG, L.; LUO, Y.; WANG, L.; DING, X.; WANG, J.; ZENG, Q.; ZHANG, K.
Dietary manganese supplementation influences the expression of transporters involved in iron
metabolism in chickens. Biological Trace Element Research, n. 160, pp. 352-360, 2014.

BAI, S., JIN, G,; LI, D.; DING, X.; WANG, J.; ZHANG, K.; ZENG, Q.; JI, F.; ZHAO, J.
Dietary organic trace minerals level influences eggshell quality and minerals retention in hens.
Annals of Animal Science, n. 17, pp. 503-515, 2017.

BERTECHINI, A. G.; Mazzuco, H. THE TABLE EGG: A REVIEW. Ciéncia e
Agrotecnologia, n. 37, pp. 115-122, 2013.

BERWANGER, E.; VIEIRA, S. L.; ANGEL, C.R.; KINDLEIN, L.; MAYER, A. N.; EBBING,
M. A.; LOPES, M. Copper requirements of broiler breeder hens. Poultry Science, n. 97, pp.
2785-2797, 2018.

BOARD, R. G.; HALLS, N. A. The cuticle: A barrier to liquid and particle penetration of the
shell of the hen’s egg. British Poultry Science, n. 14, pp. 69-97, 1973.

BORUTA, A.; SWIERCZWSKA, E. Trace organic minerals as a replacement of inorganic
source for layers: effect on productivity and mineral excretion. Proceedings of the 16th ..., pp.
491-494, 2007.

BREMNER, |.;: BEATTIE, J. H. Metallothionein and the trace minerals. Annual Review of
Nutrition, n. 10, pp. 63-83, 1990.

CARVALHO, L. S. S.; ROSA, D.R. V,; LITZ, F. H.; FAGUNDES, N. S.; FERNANDES, E.
A. Effect of the Inclusion of Organic Copper, Manganese, And Zinc in The Diet of Layers on
Mineral Excretion, Egg Production, and Eggshell Quality. Brazilian Journal of Poultry
Science, pp. 87-92, 2015.

CENTER FOR FOOD AND NUTRITION POLICY (CFNP). Proteinated and Chelated Mineral
Complexes. CFNP TAP Review, n. 2119, pp. 1-29, 2002.

CORNESCO, G. M.; GROSU, H.; UNTEA, A. E.; PANAITE, T. D.; BERCARU, A. Total
content of polyphenols and antioxidant activity of different melliferous plants. Bulletin
UASVM Animal Science and Biotechnologies, n. 71, pp. 250-255, 2014.

CROSARA, F.; PEREIRA, V., LELLIS, C.; BARRA, K.; SANTOS, S.; SOUZA, L.; MORAIS,
T.; LITZ, F.; LIMAO, V.; BRAGA, P.; FERNANDES, E. Is the Eggshell Quality Influenced
by the Egg. Brazilian Journal of Poultry Science, n. 21, pp. 1-8, 2019.



78

DARVISHI, Y.; SHARGH, M. S.; HASSANI, S. The effect of organic and inorganic zinc
sources on performance and egg quality in laying hens, 2020.

DAS, A.; SWAIN, S. K.; SAHOO, G.; BEHURA, N. C. Effects of Organic Minerals
Supplementation on Growth, Biovailability and Immunity in Layer Chicks. International
Journal of Pharmacology, n. 10, v. 5, pp. 237-247, 2014.

DE GRANDE, A.; LELEU, S.; DELEZIE, E.; RAPP, C.; SMET, S. De; GOOSSENS, E.;
HAESEBROUCK, F.; VAN IMMERSEEL, F.; DUCATELLE, R. Dietary zinc source impacts
intestinal morphology and oxidative stress in young broilers. Poultry Science, n. 99, pp. 441-
453, 2020.

DELLA PEPA, G.; BRANDI, M. L. Microelements for bone boost: The last but not the least.
Clinical Cases in Mineral and Bone Metabolism, n. 13, pp. 181-185, 2016.

DIBNER, J. J.; RICHARDS, J. D.; KITCHELL, M. L.; QUIROZ, M. A. Metabolic challenges
and early bone development. Journal of Applied Poultry Research, n. 16, pp. 126-137, 2007.

EL-HUSSEINY, O.; HASHISH, M., S. M.; ALI, R. A.; ARAFA, S. A.; ABD EL-SAMEE, L.
D.; OLEMY, A. A. Effects of feeding organic zinc, manganese and copper on broiler growth,
carcass characteristics, bone quality and mineral content in bone, liver and excreta.
International Journal of Poultry Science, n. 11, pp. 368-377, 2012.

ENRY, P. R. H.; ILES, R. D. M. Interactions Among the Trace Minerals. Ciéncia Animal
Brasileira, n. 1, pp. 95-106, 2006.

FINLEY, J. W., CATON, J. S.; ZHOU, Z.; DAVISON, K. L. A Surgical Model for
Determination of True Absorption and Biliary Excretion of Manganese in Conscious Swine
Fed Commercial Diets. The Journal of Nutrition, n. 127, pp. 2334-2341, 1997.

GANZ, T. Systemic iron homeostasis. Physiological Reviews, n. 93, pp. 1721-1741, 2013.

GAOQ, S.; YIN, T.; XU, B.; MA, Y.; HU, M. Amino acid facilitates absorption of copper in the
Caco-2 cell culture model. Life Sciences, n. 109, pp. 50-56, 2014.

GARCIA, E. A,; MENDES, A. A.; PIZZOLANTE, C. C.; GONCALVES, H. C.; OLIVEIRA,
R. P.; SILVA, M. Efeito dos niveis de cantaxantina na dieta sobre o desempenho e qualidade
dos ovos de poedeiras comerciais. Revista Brasileira de Ciéncia Avicola, n. 4, 2002.

GONZALES, B. P. E.; FONG, R. N.; GIBSON, C. J.; FUENTEALBA, I. C.; CHERIAN, M.
G. Zinc supplementation decreases hepatic copper accumulation in LEC rat: A model of
Wilson’s disease. Biological Trace Element Research, n. 105, pp. 117-134, 2005.

GRAVENA, R. A.; MARQUES, R. H.; ROCCON, J.; PICARELLLI, J.; HADA, F. H.; SILVA,
J. D. T. da; QUEIROZ, S. A. de; MORAES, V. M. B. de. Egg quality during storage and
deposition of minerals in eggs from quails fed diets supplemented with organic selenium, zinc
and manganese. Revista Brasileira de Zootecnia, v. 40, pp. 2767-2775, 2011.

GROTTO, H. Z. W. Metabolismo do ferro: uma revisdo sobre 0s principais mecanismos
envolvidos em sua homeostase. Revista Brasileira de Hematologia e Hemoterapia, n. 30,



79

2008.

. Fisiologia e metabolismo do ferro. Revista Brasileira de Hematologia e
Hemoterapia, n. 32, pp. 8-17, 2010.

HAMDI, M.; Sola, D.; Franco, R.; Durosoy, S.; Roméo, A.; Pérez, J. F. Including copper
sulphate or dicopper oxide in the diet of broiler chickens affects performance and copper
content in the liver. Animal Feed Science and Technology, n. 237, pp. 89-97, 2018.

HARRIS, E. D. Regulation of antioxidant enzymes 1. The FASEB Journal, n. 6, pp. 2675—
2683, 1992.

HEFLIN, L. E.; MALHEIROS, R.; ANDERSON, K. E.; JOHNSON, L. K.; RAATZ, S. K.
Mineral content of eggs differs with hen strain, age, and rearing environment. Poultry Science,
n. 97, pp. 1605-1613, 2010.

HENRY, P. R.; AMMERMAN, C. B.; MILES, R. D. Relative bioavailability of manganese in
a manganese-methionine complex for broiler chicks. Poultry science, n. 68, pp. 107-112, 1989.

HERNANDEZ, J. Egg quality—meeting consumer expectations. PM Beardswort -
International Poultry, n. 17, v. 23, 2005.

HOPCROFT, R. L.; COWIESON, A. J.; MUIR, W. I.; GROVES, P. J. Changes to mineral
levels in the yolk of meat chicken embryos during incubation. Poultry Science, n. 98, pp. 1511
1516, 2019.

IDOWU, O. M. 0.; AJUWON, R. O.; 0OSO, A. O.; AKINLOYE, O. A. Effects of zinc
supplementation on laying performance, serum chemistry and Zn residue in tibia bone, liver,
excreta and egg shell of laying hens. International Journal of Poultry Science, n. 10, pp. 225—
230, 2011.

KARUNAJEEWA, H.; ABU-SEREWA, S.; HARRIS, P. A. Effects of an induced pause in egg
production and supplementation of the diet with iron on egg shell colour, quality and
performance of brown egg layers. British Poultry Science, n. 30, pp. 257-264, 1989.

KWIATKOWSKA, K.; WINIARSKA-MIECZAN, A.; KWIECIEN, M. Effect of Application
of Fe-Glycinate Chelate in Diet for Broiler Chickens in an Amount Covering 50 or 25% of the
Requirement on Physical, Morphometric and Strength Parameters of Tibia Bones. Biological
Trace Element Research, n. 184, pp. 483-490, 2018.

KWIECIEN, M.; SAMOLINSKA, W.; BUJANOWICZ-HARAS, B. Effects of iron-glycine
chelate on growth, carcass characteristic, liver mineral concentrations and haematological and
biochemical blood parameters in broilers. Journal of Animal Physiology and Animal
Nutrition, n. 99, pp. 1184-1196, 2015.

LEESON, S. Copper metabolism and dietary needs. World’s Poultry Science Journal, n. 65,
pp. 353-366, 2009.

LI, L. L.; GONG, Y. J.; ZHAN, H. Q.; ZHENG, Y. X.; ZOU, X. T. Effects of dietary Zn-
methionine supplementation on the laying performance, egg quality, antioxidant capacity, and
serum parameters of laying hens. Poultry Science, n. 98, pp. 923-931, 20109.



80

LI, L. L.; ZHANG, N. N.; GONG, Y. J.; ZHOU, M. Y.; ZHAN, H. Q.; ZOU, X. T. Effects of
dietary Mn-methionine supplementation on the egg quality of laying hens. Poultry Science , n.
97, pp. 247-254, 2018.

LI, L.; MIAO, L.; ZHU, M.; WANG, L.; ZOU, X. Dietary addition of zinc-metionine
influenced eggshell quality by affecting calcium deposition in eggshell formation of laying
hens. Britisb Journal of Nutrition, n. 122, pp. 961-973, 2019

LIM, H. S.; PAIK, I. K. Effects of supplementary mineral methionine chelates (Zn, Cu, Mn) on
the performance and eggshell quality of laying hens. Asian-Australasian Journal of Animal
Sciences, n. 16, pp. 1804-1808, 2003.

LUMEL], J. T.; WESTERHOF, I. Blood chemistry for the diagnosis of hepatobiliary disease in
birds. A review. The Veterinary quarterly, n. 9, pp. 255-261, 1987.

MA, W. Q.; SUN, H.; ZHOU, Y.; WU, J.; FENG, J. Effects of iron glycine chelate on growth,
tissue mineral concentrations, fecal mineral excretion, and liver antioxidant enzyme activities
in broilers. Biological Trace Element Research, n. 149, pp. 204-211, 2012.

MABE, I.; RAPP, C.; BAIN, M. M.; NYS, Y. Supplementation of a corn-soybean meal diet
with manganese, copper, and zinc from organic or inorganic sources improves eggshell quality
in aged laying hens. Poultry Science, n. 82, pp. 1903-1913, 2003.

MEDEIROS-VENTURA, W. R. L.; RABELLO, C. B. V.; BARROS, M. R.; SILVA JUNIOR,
R. V.; OLIVEIRA, H. B.; FARIA, A. G.; SILVA, A. F.; SOARES, P. C.; PEREIRA, C. G;;
SANTOS, M. J. B.; FIREMAN, A. K. Zinc, manganese, and copper amino acid complexes
improve performance and bone characteristics of layer-type chicks under thermoneutral and
cold stress conditions. Poultry Science, n. 99, pp. 5718-5727, 2020.

MERTENS, K.; BAMELIS, F.; KEMPS, B.; KAMERS, B.; VERHOELST, E.; KETELAERE,
B. De; BAIN, M.; DECUYPERE, E.; BAERDEMAEKER, J. De. Monitoring of eggshell
breakage and eggshell strength in different production chains of consumption eggs. Poultry
Science, n. 85, pp. 1670-1677, 2006.

MIN, Y. N.; LIU, F. X;; QI, X.; JI, S.; CUI, L.; WANG, Z. P.; GAO, Y. P. Effects of organic
zinc on tibia quality, mineral deposit, and metallothionein expression level of aged hens.
Poultry Science, n. 98, pp. 366-372, 2019.

MOHANNA, C.; NYS, Y. Effect of dietary zinc content and sources on the growth, body zinc
deposition and retention, zinc excretion and immune response in chickens. British Poultry
Science, n. 40, pp. 108-114, 1999.

NOLLET, L.; VAN DER KLIS, J. D.; LENSING, M.; SPRING, P. The effect of replacing
inorganic with organic trace minerals in broiler diets on productive performance and mineral
excretion. Journal of Applied Poultry Research, n. 16, pp. 592-597, 2007.

NUNES, J. K.; SANTOS, V. L.; ROSSI, P.; ANCIUTI, M. A.; RUTZ, F.; MAIER, J. C;
SILVA, J. G. C. Qualidade de ovos e resisténcia 0ssea de poedeiras alimentadas com minerais
organicos. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, n. 65, pp. 610-618,
2013.



81

OLIVEIRA, J. F. de.; ROSSI JUNIOR, J. L.; LEITE, F. L. G.; OLIVEIRA, D. C. de; COSTA,
L. A.V.S,; SILVA, L. C. C. da; TEIXEIRA, M. W.; COSTA, F. S. Densitometria da vértebra
dorsal, 0sso pleural e 0sso neural em tartarugas verdes higidas por tomografia computadorizada
quantitativa. Ciéncia Rural 42:1440-1445, 2012.

ONYANGDO, E. M.; HESTER, P. Y.; STROSHINE, R.; ADEOLA, O. Bone densitometry as
an indicator of percentage tibia ash in broiler chicks fed varying dietary calcium and phosphorus
levels. Poultry Science, n. 82, pp. 1787-1791, 2003.

PAIK, I.; Lee, H.; PARK, S. Effects of organic iron supplementation on the performance and
iron content in the egg yolk of laying hens. Journal of Poultry Science, n. 46, pp. 198-202,
20009.

PARK, J. A.;; CHO, E. J.;; PARK, J. Y.; SOHN, S. H. Histological Change of Uterus
Endometrium and Expression of the Eggshell-related Genes according to Hen Age Ji. Korean
journal poultry Sci, n. 44, pp. 19-28, 2017.

PARK, S. W.; NAMKUNG, H.; AHN, H. J.; PAIK, I. K. Production of iron enriched eggs of
laying hens. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, n. 17, pp. 1725-1728, 2004.

PEREIRA, G. C. C.; COSTA, F. G. P.; SILVA, J. H. V. da; PASCOAL, L. A. F.; LIMA, C. A.
B. de.; BITTENCOURT, L. C.; SECHINATO, A. da S.; HERMES, R. G. Different trace
mineral sources and recommendations in the performance and quality of eggs from Dekalb
White layers. Revista Brasileira de Zootecnia, n. 47, 2018.

PEREIRA, C. G.; RABELLO, C. B. V.; BARROS, M. R.; MANSO, H. E. C. C. C.; SANTOS,
M. J. B. dos; FARIA, A. G.; OLIVEIRA, H. B. de; MEDEIROS-VENTURA, W. R. L.; SILVA,
R. V.; CARVALHO, C. C. D.; FIREMAN, A. K. Zinc, manganese and copper amino acid

complexed in laying hens’ diets affect performance, blood parameters and reproductive organs
development. PLoS ONE, n. 15, pp. 1-16, 2020.

QIU, J;; LU, X,; MA, V.; HOU, C.; HE, J.; LIU, B.; YU, D.; LIN, G.; XU, J. Low-dose of
organic trace minerals reduced fecal mineral excretion without compromising performance of
laying hens. Asian-Australasian Journal of Animal Sciences, n. 33, pp. 588-596, 2020.

RAMOS-VIDALES, D.; GOMEZ-VERDUZCO, G.; CORTES-CUEVAS, A.; RIO-GARCIA,
J. C. del.; FERNANDEZ-TINOCO, S.; CHARRAGA-AGUILAR, S.; AVILA-GONZALEZ,
E. Organic trace minerals on productive performance, egg quality and immune response in
Bovans White laying hens. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition, n. 103, pp.
1484-1491, 2019.

ROLAND, D. A. Research Note: Egg Shell Problems: Estimates of Incidence and Economic
Impact 1 Inferior eggshell quality continues to be a major concern of egg producers. Although
there have been several estimates concerning the ex- tent of shell problems. Poultry Science,
n. 67, pp. 1801-1803, 1988.

RUTZ, F.; ANCIUT, A. M.; RECH, J. L.; ROSSI, P. The Impact of Organic Mineral on
Performance of Poultry. Proc. Aust. Poult. Sci. Sym, n. 16, pp. 1-4, 2004.



82

SALEH, A. A,; ELTANTAWY, M. S.; GAWISH, E. M.; YOUNIS, H. H.; AMBER, K. A;;
ABD EL-MONEIM, A. E.-M. E.; EBEID, T. A. Impact of Dietary Organic Mineral
Supplementation on Reproductive Performance, Egg Quality Characteristics, Lipid
Oxidation, Ovarian Follicular Development, and Immune Response in Laying Hens
Under High Ambient Temperature. Biological Trace Element Research, 2019.

SALIM, H. M,; LEE, H. R,; JO, C.; LEE, S. K,; Lee, B. D. Supplementation of graded levels
of organic zinc in the diets of female broilers: Effects on performance and carcase quality.
British Poultry Science, n. 52, pp. 606-612, 2011.

SANDILANDS, V. The laying hen and bone fractures. Avian Science Research Center, n.
169, p. 414, 2011.

SAUER, A. K.; PFAENDER, S.; HAGMEYER, S.; TARANA, L.; MATTES, A. K.; BRIEL,
F.. KURY, S.; BOECKERS, T. M.; GRABRUCKER, A. M. Characterization of zinc amino
acid complexes for zinc delivery in vitro using Caco-2 cells and enterocytes from hiPSC.
BioMetals, n. 30, pp. 643-661, 2017.

SEEDOR, J. G.; Quartuccio, H. A.; Thompson, D. D. The bisphosphonate alendronate (MK-
217) inhibits bone loss due to ovariectomy in rats. Journal of Bone and Mineral Research, n.
6, pp. 339-346, 1991.

SEO, Y. M.; SHIN, K. S.; RHEE, A. R.; CHI, Y. S.; HAN, J.; PAIK, I. K. Effects of dietary fe-
soy proteinate and mgo on egg production and quality of eggshell in laying hens. Asian-
Australasian Journal of Animal Sciences, n. 23, pp. 1043-1048, 2010.

SKRIVAN, M.; SKRIVANOVA, V.; MAROUNEK, M. Effects of dietary zinc, iron, and
copper in layer feed on distribution of these elements in eggs, liver, excreta, soil, and herbage.
Poultry Science, n. 84, pp. 1570-1575, 2005.

SMITH, J. E. Iron Metabolism and its Disorders. Clinical Biochemistry of Domestic Animals,
n. 259-285, 1997.

SOUSA, A. M.; BATOS-LEITE, S. C.; GOULARD, C. C.; BARROSO, M. L. S;; SILVA, J.
D. B. Chelated minerals and two limestone particle sizes on production of layers in the second
laying cycle Minerais quelatados e duas granulometrias de calcario sobre a produgdo de
poedeiras em segundo ciclo produtivo. The egg production scenario in the poultry, pp. 103—
112, 2017a.

SOUSA, A. M. de; Cavalcante, S.; Castro, C. de; Luana, M.; Brito, J. D. Chelated minerals and
two limestone particle sizes on production of layers in the second laying cycle. Revista
Brasileira Saude Producdo Animal, n. 18, pp. 103-112, 2017b.

SOUZA, J. C. S. de; TAVARES, T. H.; FERNANDES, F. S. C.; BONELLI, M. de A.
Quantitative Computed Tomography of Healthy Adult Boas (Boa Constrictor). Journal of Zoo
and Wildlife Medicine, n. 49, p. 1012, 2018.

STEFANELLO, C.; SANTOS, T. C.; MURAKAMI, A. E.; MARTINS, E. N.; CARNEIRO, T.
C. Productive performance, eggshell quality, and eggshell ultrastructure of laying hens fed diets
supplemented with organic trace minerals. Poultry Science, n. 93, pp. 104-113, 2014.



83

SUN, Q.; GUO, Y.; LI, J.; ZHANG, T.; WEN, J. Effects of Methionine Hydroxy Analog
Chelated Cu / Mn / Zn on Laying Performance, Egg Quality, Enzyme Activity and
Mineral Retention of Laying Hens, 2012.

SUN, W.; WANG, G.; PEI, X,; LIU, L.; XIAO, Z.; TAO, W.; YAQOOB, M. U.; WANG, M
HUAI, M.; LI, L.; PELLETIER, W. Effects of Replacing Inorganic with Respective Complexed
Glycinate Minerals on Apparent Mineral Bioavailability and Deposition Rate in Tissues of
Broiler Breeders. Biological Trace Element Research, 2020.

SUTTLE, N. F. Mineral Nutrition of Livestock, 4th Edition (EJ Underwood, Ed.). 4 th ed.
Cambridge, MA 02139 USA, 2010.

TASCHETTO, D.; VIEIRA, S. L.; ANGEL, C. R.; STEFANELLO, C.; KINDLEIN, L.;
EBBING, M. A.; SIMOES, C. T. Iron requirements of broiler breeder hens. Poultry Science,
n. 96, pp. 3920-3927, 2017.

VENGLOVSKA, K.; GRESAKOVA, L.; PLACHA, I.; RYZNER, M.; COBANOVA, K.
Effects of feed supplementation with manganese from its different sources on performance and
egg parameters of laying hens. Czech Journal of Animal Science, n. 59, pp. 147-155, 2014.

VIEIRA, J. G. H. Considerac@es sobre os marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo e sua
utilidade pratica. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, n. 43, pp. 415-
422,1999.

WHITEHEAD. Overview of bone biology in the egg-laying hen. Poultry Science, n. 83, pp.
193-199, 2004.

XIAO, J. F.; WU, S. G.; ZHANG, H. J.; YUE, H. Y.; WANG, J.; JI, F.; Ql, G. H. Bioefficacy
comparison of organic manganese with inorganic manganese for eggshell quality in Hy-Line
Brown laying hens. Poultry Science, n. 94, pp. 1871-1878, 2015.

XIAQ, J. F.; ZHANG, Y. N.; WU, S. G.; ZHANG, H. J.; YUE, H. Y.; QI, G. H. Manganese
supplementation enhances the synthesis of glycosaminoglycan in eggshell membrane: A
strategy to improve eggshell quality in laying hens. Poultry Science, n. 93, pp. 380-388, 2014.

XIE, C.; ELWAN, H. A. M,; ELNESR, S. S.; DONG, X. Y.; ZOU, X. T. Effect of iron glycine
chelate supplementation on egg quality and egg iron enrichment in laying hens. Poultry
Science, n. 98, pp. 7101-7109, 2019.

YAN, F.; WALDROUP, P. W. Evaluation of Mintrex® manganese as a source of manganese
for young broilers. International Journal of Poultry Science, n. 5, pp. 708-713, 2006.

ZAMANI, A.; RAHMANI, H. R.; Pourreza, J. Supplementation of a corn-soybean Meal diet
with manganese and zinc improves eggshell quality in layng hens. Pakistan Journal of
Biological Sciences, n. 9 pp. 1311-1317, 2005.

ZHANG, Y. N.; WANG, J.; ZHANG, H. J.; WU, S. G.; QI, G. H. Effect of dietary
supplementation of organic or inorganic manganese on eggshell quality, ultrastructure, and
components in laying hens. Poultry Science, n. 96, pp. 2184-2193, 2017.



CAPITULO 1I

84

Ultraestrutura da casca do ovo de galinhas poedeiras alimentadas com dietas

contendo metais-aminoacidos a base de zinco, manganés, cobre e ferro
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RESUMO

Hipotetizamos que aves suplementadas parcialmente com minerais de Zn, Mn e Cu
complexados a aminoacidos (MCA) desde as fases iniciais de criacdo e a manutencao desta
suplementacdo até a fase final de producdo em associa¢do ao complexo de ferro aminoacido
(MCA-Fe) apresentam melhorias na ultraestrutura das cascas dos ovos. No periodo de um dia
de vida até as 30 semanas de idade, dois grupos de aves foram alimentadas com duas fontes
minerais: inorganicas (70, 70 e mg/kg de Zn, Mn e Cu) ou inorgénicas reduzidas (40, 40, 2,75
mg/kg Zn, Mn e Cu) associadas com minerais complexados a aminoacidos (30, 30, e 5,25
mg/kg). E durante o periodo de 30 as 93 semanas de idade, 640 galinhas poedeiras, 320 de cada
grupo inicial, foram redistribuidas em quatro grupos, definindo o arranjo fatorial 2 x 4 com oito
repeticOes de 10 aves. Os tratamentos consistiram em: MI- contendo 70, 70, 8 mg/kg de Zn,
Mn, Cu provenientes de fontes minerais inorgénicas; 2) MCA-AMC — substitui¢do parcial das
fontes minerais inorgénicas por 30, 30 e 5,25 mg de Zn, Mn e Cu complexados a amino&cidos;
3) MCA-ZMCFe — substituicdo parcial das fontes inorgénicas por 30, 30, 5, 25 e 40 mg/kg de
Zn, Mn, Cu e Fe; 4) MCA-Fe - substituicdo parcial da fonte de ferro inorganico por 40 mg/kg
de Fe complexado a aminoacido. Trés ovos por tratamento produzidos pelas aves as 93 semanas
de idade foram selecionados em funcdo do peso médio e analisados a partir da microscopia
eletronica de varredura e por espectroscopia de raio-X de dispersdo de energia; as imagens
obtidas foram analisadas a partir do programa imagJ e pelo software INCA (Oxford) EDS. A
partir das imagens foram obtidas o comprimento das camadas mamilar e palicada, e largura dos
botdes mamilares, assim como a distribuicdo dos elementos minerais sobre a superficie
transversal da casca e o peso atbmico relativo dos elementos minerais. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Observou-se efeito de interagdo para camada paligada (P=0,018), mamilar (P<0,01) e largura
dos botbes mamilares da casca dos ovos das aves suplementadas parcialmente com MCA. A
utilizacdo de MCA promoveu aumento na espessura da camada palicada, camada mamilar e
reducdo na largura dos botGes mamilares da casca. A suplementacédo parcial com MCA desde
as fases iniciais de criacdo e a manutencao desta suplementacgéo até o periodo final de producgéo
em associacdo ao MCA-Fe reduziram os efeitos da idade das aves sobre as diferentes estruturas
da casca dos ovos, promovendo cascas de melhor qualidade no final do periodo de producéo.

Palavras-chave: Botdes mamilares; Camada mamilar; Camada palicada; Complexo mineral;
Microscopia eletronica; Qualidade de casca, Suplementacdo
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ABSTRACT

We hypothesized that birds partially supplemented with Zn, Mn, and Cu minerals complexed
to amino acids (ACM) from early rearing stages and maintaining this supplementation until the
final production stage in association with complex if iron amino acid (ACM-Fe) show
improvements in eggshell ultrastructure. A total of 640 laying hens were distributed in DIC in
a 2x4 factorial arrangement with 8 repetitions of 10 birds. The treatments consisted of: MI-
containing 70, 70, 8 mg/kg of Zn, Mn, Cu from inorganic mineral sources; 2) MCA-AMC —
partial replacement of inorganic mineral sources by 30, 30 and 5.25 mg of Zn, Mn and Cu
complexed to amino acids; 3) MCA-ZMCFe — partial replacement of inorganic sources by 30,
30, 5, 25 and 40 mg/kg of Zn, Mn, Cu and Fe; 4) MCA-Fe - partial replacement of the inorganic
iron source by 40 mg/kg Fe complexed to amino acid. Three eggs per treatment produced by
the birds at 93 weeks of age were selected according to the average weight and analyzed by
scanning electron microscopy and energy-dispersive ray-X spectroscopy. The images obtained
were analyzed using the ImageJ program and the INCA (Oxford) EDS software. From the
images, the length of the mammary and palisade layers, and width of the mammary buds were
obtained, as well as the distribution of mineral elements over the cross-sectional surface of the
bark and the relative atomic weight of the mineral elements. The data obtained were submitted
to variance analysis and the means were compared using Tukey's test (P<0.05). An interaction
effect was observed for the palisade layer (P=0.018), mammillary layer (P<0.01), and width of
the mammary buttons of the eggshell of birds supplemented partially with MCA. The use of
ACM promoted an increase in the thickness of the palisade layer, nipple layer and a reduction
in the width of the nipple buds of the shell. The partial supplementation with MCA from the
initial stages of rearing and the maintenance of this supplementation until the final production
period in association with ACM-Fe reduced the effects of bird age on the different eggshell
structures, promoting better quality shells at the end of the production period.

Keywords: Knob mammillary; Mammillary layer; Palisade layer; Mineral complex; Electron
microscopy; Shell quality; Supplementation.
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INTRODUCAO

Entre os principais objetivos almejados dentro do sistema de producdo de galinhas
poedeiras estd a persisténcia de uma boa qualidade de casca ao longo do ciclo produtivo das
aves, caracteristica de impacto financeiro relevante, ja que 8 a 15% dos ovos perdidos sdo
decorrentes de problemas relacionados a qualidade da casca dos ovos (GHEISARI et al., 2011;
STEFANELLO et al., 2014).

Os problemas de casca podem ser decorrentes de diversos fatores, no entanto, um dos
principais estd relacionado a idade da ave. Isso porque, a medida que as aves envelhecem
ocorrem modificacdes que influenciam a deposi¢cdo dos minerais nos ovos (HEFLIN et al.,
2010), influenciando diretamente na formacdo da casca. Fisiologicamente, os impactos das
modificacGes sdo observadas na metade do periodo de producdo (49 semanas de idade)
(WISTEDT et al., 2019), e é promovido inicialmente pela diminuicdo da captacdo de calcio
duodenal a partir das 372 semana de idade (AL-BATSHAN et al., 1994) e, posteriormente, pela
reducdo na eficiéncia de mobilizacdo dos minerais no epitélio endometrial, a qual é ocasionada
pela ocorréncia de deformac@es histologicas na glandula da casca (PARK; SOHN, 2018),
reducdo na atividade da anidrase carb6nica e modificacdes no equilibrio dos receptores de
estrogénio (a e B) (WISTEDT et al., 2019).

A casca é uma estrutura altamente ordenada, constituida por membranas (externa e
interna), camada mamilar, palicada, camada de cristais verticais e cuticula. Estas estruturas
serdo o resultado da precipitacdo sequencial de carbonato e matriz organica durante os estagios
inicias de formacdo da casca (FENG et al., 2020). Durante estes, 0s microminerais Zn, Mn e
Cu atuam como ativadores de enzimas (anidrase carbonica, lisil oxidase e Galf 1,3-
glucoronasiltransferase), envolvido na formacao inicial da casca ou interagindo com cristais de
calcio durante a formacdo da casca (RICHARDS et al., 2010; XIAO et al., 2014).

Habitualmente sdo empregadas na nutri¢cdo avicola fontes minerais inorganicas (Ml),
que apresentam baixa capacidade de aproveitamento (ARAUJO et al., 2008; WANG et al.,
2019a) e alta taxa de excrecdo, acarretando na poluigdo ambiental (JACKSON et al., 2003).

Recentemente, estudos vém sendo desenvolvidos e focados em moléculas minerais com
alta estabilidade quimica a nivel intestinal, conferindo alta capacidade de absorcdo e menor
ocorréncia de interagcdes antagdnicas com outros componentes dietéticos (STEFANELLO et
al., 2014), que e promovido pelo fato de estes minerais estarem ligados a um carreador
orgénico, como 0s aminodacidos, proporcionando ao mineral uma rota de absor¢éo alternativa
(GAO et al., 2014), e que consequentemente podem atuar reduzindo o efeito da idade das aves
sobre a qualidade da casca dos ovos (SWIATKIEWICZ; KORELESKI, 2008)
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Embora, alguns estudos tenham sido desenvolvidos ao avaliar os efeitos de fontes
minerais ligadas a moléculas organicas na microestrutura da casca do ovo, nenhum estudo até
0 momento mediu os efeitos da suplementacao parcial dos complexos minerais na ultraestrutura
da casca dos ovos de galinhas poedeiras semipesadas suplementadas desde as fases iniciais do
crescimento até o periodo final de producéo.

Desse modo, hipotetizamos que as aves suplementadas parcialmente com complexos
minerais de Zn, Mn, Cu (MCA) desde as fases iniciais de criacdo e a manutencdo desta
suplementacdo até a fase final de producdo em associacdo ao complexo ferro aminoacido
(MCA-Fe) apresentam melhorias na ultraestrutura das cascas dos ovos.

MATERIAIS E METODOS

O protocolo para a realizacéo deste estudo foi autorizado pela Comissao de Etica no uso
de animais (CEUA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o nimero da licenca
064/2016.

Local

O Experimento foi conduzido na Granja Ovo Novo, localizada no municipio de Caruaru
(Latitude: 08°17°00” S e Longitude: 35°58°34” W), mesorregido do Agreste de Pernambuco,
Brasil.

Aves e Instalacdes

Foram utilizadas 640 galinhas poedeiras da linhagem Lohmann Brown Lite, a partir das
50 semanas de idade, alojadas em gaiolas medindo 100 x 40 x 45 cm (10 aves/gaiola), ocupando
um espaco de 450 cm?/ave, equipadas com comedouros tipo calha e bebedouros tipo nipple,
com fornecimento de agua ad libitum e racdo controlada durante todo o periodo experimental.
O fotoperiodo adotado foi 17 horas (natural + artificial). Durante todo o periodo experimental
a temperatura e umidade relativa do ar no interior do galpdo foram registradas diariamente por
meio de Datalogger (modelo Hobo U12-013, onset), sendo verificada uma temperatura média
de 26,93°C £ 1,48 e umidade relativa de 68% + 5,10.

Delineamento e Dietas experimentais
O periodo experimental teve duracdo de 280 dias. As aves foram distribuidas nas
parcelas experimentais de acordo com o0 peso (1821.35¢g + 114.80) e producéo (95.84 % + 1.44)
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em um delineamento inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2x4, constituido de duas
dietas fornecidas de um dia até as 30 semanas de idade (Fase de crescimento, FC), as quais
constituiram o primeiro fator, e quatro dietas utilizadas a partir das 30 até as 50 semanas de
idade (Fase de producdo, FP), as quais constituiram o segundo fator (Fase de producdo, FP),
compondo dessa forma oito grupos.

A constituicdo dos tratamentos ocorreu da seguinte forma: durante o periodo de um dia
a 30 semanas de idade, dois grupos de aves foram alimentados com duas fontes minerais que
consistiram na suplementacéo de 70, 70 e 8 mg/kg de Zn, Mn e Cu inorganicos (IM) e 40,40 e
2,75 mg/kg de inorganicos associados com 30, 30 e 5,25 mg/kg de Zn, Mn e Cu complexados
a aminoacidos (MCA-ZMC). Ao atingirem as 30 semanas de idade, 800 poedeiras, 400 de cada
grupo inicial, foram distribuidas em quatro grupos: 1) MI- contendo 70, 70 e 50 mg/kg,
respectivamente de Zn, Mn e Cu inorganicos; 2) MCA-ZMC - contendo 40, 40, 2,75 e 50 mg/kg
de Zn, Mn, Cu e Fe inorganicos associados com 30, 30 e 5,25 mg/kg de MCA-ZMC; 3) MCA-
ZMCFe — contendo 40, 40, 2,75 e 10 mg/kg de Zn, Mn, Cu e Fe inorganicos mais 30, 30 e 5,25
de MCA-ZMC e 40 mg/kg de Fe complexado a aminoacidos (MCA-Fe); 4) MCA-Fe —
Contendo 70, 70, 8 e 10 mg/kg de Zn, Mn, Cu e Fe inorganicos mais 40 mg/kg de MCA-Fe.
Apos atingirem as 50 semanas de idade 640 aves foram selecionadas em fungdo do peso e
producdo, e em seguida distribuidas entre as parcelas experimentais, as quais constituiram 8
tratamentos com 8 repeticdes de 10 aves.

Os premixes minerais foram formulados de acordo com o0s niveis comumente utilizados
na industria. A suplementacéo por quilograma de premix mineral encontra-se descrita na Tabela
1, e as dietas experimentais detalhadas na Tabela 2. Os seguintes ingredientes foram usados
como fontes inorganicas: 6xido de zinco (73% ZnO), 6xido de manganés (57% MnO), sulfato
de cobre (34,5% CuSO4H20), sulfato ferroso (30% SOa4Fe), iodato de célcio (62% 1) e selenito
de sddio (45% Se). Os minerais complexados com aminoacidos foram Zn, Mn, Cu e Fe.
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Tabela 1. Composi¢do mineral calculada e analisada das dietas experimentais (mg/kg)

Ml MCA-ZMC MCA-ZMC-Fe MCA-Fe
Calculada, Premix | Premix Il Premix Il Premix IV
mg/kg IM MCA IM MCA IM MCA

Zinco 70 40 30 40 30 70
Manganés 70 40 30 40 30 70
Cobre 8 2,75 5,25 2,75 5,25 8
Ferro 50 50 10 40 10 40
lodo 1,0 1,0 1,0 1,0
Selénio 0,25 0,25 0,25 0,25
gg‘z'(';ada’ MI MCA-ZMC MCA-ZMC-+Fe MCA-Fe
Zinco 95,46 95,03 95,08 95,27
Manganés 90,57 90,38 92,78 92,60
Cobre 12,06 12,91 12,82 12,28
Ferro 107,84 107,14 107,95 107,04
Calcio, g/kg 45,63 45,81 45,54 45,65
Faésforo, g/kg 4,08 4,14 4,12 4,04

Suplementacéo por quilo de produto: Oxido de Zinco 799g / kg (Min,); 20xido de manganes, 60-62% de MnO, 600g /
Kg (Min); 3Sulfato de cobre, CuS0O4,5H20, 2509 de Cu; *Sulfato de Ferro, FeSO4H20, 300g / kg (Min,); SAvailaZMC
(descrigéo fisica 750g / ton); 8AvailaFe (descricdo fisica 400g / ton): ferro: 40,000 mg.

Variaveis Analisadas

Amostras de casca das regides apical, basal e equatorial foram analisas em relacéo as
diferentes camadas da casca.
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Ingredientes, % M MCA-ZMC MCA-ZMCFe MCA-Fe
Milho moido 63,403 63,403 63,403 63,403
Farelo de soja 24,876 24,876 24,876 24,876
Oleo de soja 0,200 0,200 0,200 0,200
Calcario calcitico 9,900 9,900 9,900 9,900
Fosfato bicélcico 0,341 0,341 0,341 0,341
Bicarbonato de sédio 0,150 0,150 0,150 0,150
Sal comum 0,232 0,232 0,232 0,232
DL-Metionina 99 0,253 0,253 0,253 0,253
L-Treonina 98,5 0,038 0,038 0,038 0,038
Biobonde 0,150 0,150 0,150 0,150
Clostat? 0,050 0,050 0,050 0,050
Fitase 3 0,006 0,006 0,006 0,006
Premix Vitaminico* 0,100 0,100 0,100 0,100
Premix Mineral | 0,100 - - -
Premix Mineral Il - 0,100 - -
Premix Mineral I11 - - 0,100 -
Premix Mineral IV - - - 0,10
MCA-ZMC? - 0,075 0,075 -
MCA-Feb - - 0,040 0,040
Caolin 0,200 0,125 0,085 0,160
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composicdo Ntricional
EM (kcal/kg) 2756 2756 2756 2756
Proteina Bruta, % 16,42 16,42 16,42 16,42
Proteina Bruta’, % 16,65 16,15 16,40 16,06
Matéria seca’, % 90,63 91,23 90,95 91,00
Matéria Mineral’, % 15,71 15,16 15,28 15,64
Lisina 0,78 0,78 0,78 0,78
Metionina 0,47 0,47 0,47 0,47
Metionina + Cistina 0,71 0,71 0,71 0,71
Treonina 0,59 0,59 0,59 0,59
Arginina 1,00 1,00 1,00 1,00
Isoleucina 0,62 0,62 0,62 0,62
Triptofano 0,20 0,20 0,20 0,20
Calcio, % 4,10 4,10 4,10 4,10
Fadsforo disponivel,% 0,35 0,35 0,35 0,35
Sadio 0,15 0,15 0,15 0,15
B. eletrolitico, mEg/kg 175,57 175,57 175,57 175,57

! Aditivo adsorvente de micotoxinas: Aluminossilicato de sédio e célcio (600g/kg) e parede celular de levedura
(400g/kg). 2Bacillus subtilis (min): 1 x 1011 CFU*/lb (2,2 x 108 CFU/g): ®Fitase (min) 10.000 FTU/g. *
Vitamina A (min): 8.000,000 Ul/kg, Vitamina D3 (min):2.500,000 Ul/kg, Vutamina E (min): 6.00 Ul/kg,
Vitamina K3 (min): 4.500 mg/kg, Vitamina B6 (min): 2.000mg/kg, Vitamina B12 (min) 12.000 mcg / kg,
Niacina (min): 15 g/kg, Pantotenato de calcio (min): 6.000 mg/kg, &cido félico (min): 400 mg/kg, Biotina
(min): 25 mg/kg. *Availa-ZMC (750g/ton): 40 mg/kg de Zn aminoacidos, 40 mg/kg de Mn aminoacidos 7
mg/kg de Cu amino&cidos. 6Availa-Fe (400 g/ton): 40 mg/kg de Fe aminoéacidos. 7 Valores analisados.
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Avaliacéo da ultraestrutura da casca do ovo

Para a avaliacdo da ultraestrutura da casca do ovo através da microscopia eletronica de
varredura, foram selecionados trés ovos por tratamentos (24 ovos total), de acordo com o peso
médio dos ovos da parcela as 93 semanas de idade; estes, posteriormente, foram quebrados e
todas as cascas lavadas com agua destilada para remocao do albimen. Em seguida, as cascas
foram secas em temperatura ambiente e segmentadas em trés regides (basal, equatorial e apical),
com auxilio de uma micro retifica (Modelo Dremel 3000, 120W, 220V), acoplada com disco
de corte com didmetro de 23 mm e espessura de 0.8 mm. Posteriormente, fragmentos de 0.5
cm?2 foram retirados de cada regifo da casca do ovo e armazenados em tubos ependorff® e
mantidos em geladeira por sete dias (BARBOSA et al., 2012; ZANG et al., 2017). As amostras
foram encaminhadas ao laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-LIKA/UFRPE e ao
Nucleo de Plataforma Tecnologica-NPT/FIOCRUZ. Os fragmentos foram fixados em suportes
metalicos (stubs) e submetidos a secagem por meio de uma estufa 35°C por 10 min, cobertos
com 20 nm de ouro em metalizador JFC-1100 e visualizados pelo microscopio eletrénico de
varredura JEOL T-200. As camadas (mamilar e palicada) foram identificadas em aumento de
300x para cada regido da casca do ovo (Figura 2). O comprimento de cada camada foi
mensurado em cinco pontos com auxilio do programa computacional ImageJ®, sendo

considerada cada mensuragdo uma repetigao.

\

Figura 1. Microscopia eletronica de Varredura da casca do ovo de galinhas
poedeiras as 93 semanas de idade.

Espectroscopia por dispersao de raio-x

As amostras das diferentes regides da casca (apical, equatorial e basal) foram
submetidas a deteccdo de elementos quimicos pela emissdo de raios- X. Para isso, as cascas,

apos terem sido submetidas aos processos citados anteriormente, foram analisadas com relacéo
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a composicgdo elementar e distribui¢do dos elementos por espectroscopia de raio-X de dispersao
de energia a partir de um software INCA (Oxford) EDS, operado a 20 kV e a uma distancia de
trabalho de 20 mm. Os espectros de picos elementares foram analisados de forma cruzada e os
dados obtidos como porcentagem de peso atdmico relativo A determinacdo da espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X continha varredura de linha e varredura de mapeamento da
superficie transversal da casca do ovo com uma ampliagdo de 400 % (400 um). As medi¢des
foram realizadas em diferentes pontos e camadas da casca. A metodologia para analise foi

realizada a partir de adaptacdes da descrita por Li et al. (2019), conforme mostra a Figura 2.
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Figura 2 (A, B). Espectroscopia de raio- X dispersiva de energia de picos elementares
(EDS) e a distribuicdo dos elementos sobre a superficie transversal da casca do ovo.

Analise Estatistica

As hipoéteses de normalidade e homocedasticidade foram testadas para a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05). O seguinte modelo estatistico
foi utilizado:

Yijk = p + ai + Bj + vk + Bjyk + eijk

Em que: Yijk é a resposta na unidade de observacdo; p é a media geral esperada da
variavel resposta; ai é o efeito diferencial atribuivel ao tratamento de controle i; Bj € o efeito
diferencial atribuivel ao tratamento de ZMC i; vk € o efeito diferencial atribuivel ao tratamento
de Fe i; Bjyk ¢ a interagdo entre o efeito atribuivel aos tratamentos ZMCi e Fej e eijk € 0 erro
aleatdrio associado a unidade experimental j no grupo de tratamento i. Os dados foram
analisados pelo procedimento PROC GLM do software Statistical Analysis System verséo 3.1
(SAS, 2009).

RESULTADOS

Observou-se efeito de interacdo para a camada palicada (P=0,018), mamilar (P<0.01) e

largura dos botdes mamilares (P<0.01) da casca do ovo (Tabela 3) das aves suplementadas
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parcialmente com fontes MCA. A partir do desdobramento da interagéo identificou-se que a
suplementacdo parcial com MCA desde a FC promoveu aumento da espessura da camada
palicada da casca dos ovos dos grupos que consumiram durante a FP as dietas MI, MCA-ZMC,
MCA-ZMCFe e MCA-Fe, e maior espessura da camada mamilar das cascas dos ovos das aves
gue consumiram durante a FP as dietas MCA-ZMC e MCA-ZMCFe e menor largura dos botdes

mamilares para as aves que consumiram MCA-ZMCFe.

Tabela 3. Médias da espessura das camadas mamilar e palicada da casca dos ovos de galinhas
poedeiras suplementadas parcialmente com complexos minerais de Zn, Mn, Cu e Fe ao final da
fase de producao

Fase Fase Palicada Mamilar Botdes
crescimento Producéo um pum Mm
Ml 160,60° 49,83° 76,41
MCA-ZMC 186,10° 63,98° 72,08

MI 169,70P 61,162 88,90°
MCA-ZMC 186,082 53,440 69,38°
MCA-ZMC+Fe 186,672 59,08° 65,844
MCA-Fe 150,95¢ 53,93 71,47°
MI MI 150,058 63,53 99,144
MCA-ZMC 172,358 42,798 61,02¢8
MCA-ZMC+Fe 176,472 41,848 68,58
MCA-Fe 143,518 51,16 70,767
MCA-ZMC MI 189,344 58,794 78,6634
MCA-ZMC 199,8284 64,094 74,3924
MCA-ZMC+Fe 196,872A 76,3324 63,108
MCA-Fe 158,38 56,70°A 72,19%4
P-Value FC <0,01 <0,01 0,517
FP <0,01 0,0097 <0,01
FCxFP 0,0184 <0,01 <0,01
SEM 3.415 1.914 1.957

AB Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna ndo diferem entre a forma de suplementagéo durante
a FC. ** Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna néo diferem entre a fonte mineral suplementada
durante a FP. Analise pelo teste de Tukey (P <0.05).

Aves alimentadas durante a FC com dietas contendo MI apresentaram maior espessura
da camada palicada ao consumir durante a FP dietas parcialmente suplementadas com MCA.-
ZMC e MCA-ZMCFe, e menor largura dos botbes mamilares ao serem suplementadas com
MCA-ZMC. A suplementacdo com MI na FP promoveu reducdo na espessura da camada
mamilar quando comparada com as outras dietas da FP. Aves alimentadas com dietas com
MCA na FC tiveram a espessura da camada mamilar reduzida quando foram alimentadas com
dietas suplementadas parcialmente com MCA-Fe. A suplementacédo parcial na FP com MCA-
ZMCFe promoveu um aumento significativo da camada mamilar das cascas dos ovos em

relacdo aos outros tratamentos. Ja a largura dos botdes mamilares demonstrou ser reduzida com
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a utilizagdo de ambas as fontes dos MCA quando fornecido as aves suplementadas com Ml
durante a FC, resposta semelhante a observada para o grupo de aves suplementadas com MCA
durante a FC e que durante a FP consumiram MCA-ZMCFe.

Considerando os resultados obtidos para espectroscopia de disperséo de raio-X, pode-se
observar a partir das Figuras 3 e 4 que os elementos mais abundantes na superficie transversal
da casca do ovo foram o carbono (C), oxigénio (O) e o célcio (Ca), sendo observado a partir da
analise maiores médias (Figura 5 e 6) de peso atdmico relativo do Ca e maior intensidade de

sinal de Ca para as aves suplementadas com MCA independente da fase de criagéo.
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Figura 3 (A, B, C, D). Distribuicdo dos elementos minerais sobre a superficie transversal
das diferentes regides da casca (apical, equatorial e basal), suplementadas durante as fases
iniciais de criagdo com minerais inorganicos (MI) e que durante a fase de producdo foram
suplementadas com minerais complexados a aminoacidos (MCA).
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Figura 4 (A, B, C, D). Distribuicdo dos elementos minerais sobre a superficie transversal das
diferentes regides da casca do ovo (apical, equatorial e basal) de galinhas poedeiras
semipesadas suplementadas parcialmente com MCA durante as fases iniciais de criacéo e que
permaneceram consumindo MCA até a fase final de producéo.
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Figura 5. Médias do peso atdmico relativo dos elementos minerais na casca dos
ovos das aves suplementadas durante as fases iniciais de criacdo com Ml e que
passaram a consumir MCA durante a fase de producdo.
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Figura 6. Médias do peso atémico relativo dos elementos minerais na casca dos
ovos das aves suplementadas durante as fases iniciais de criagdo com MCA e que
permaneceram consumindo MCA durante a fase de produgéo.
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DISCUSSAO

A medida que as aves envelhecem, ocorrem modificac@es fisioldgicas no epitélio da
glandula da casca, tais como fibrose, atrofia e perdas de células ciliares do endométrio, as quais
aumentam gradualmente e ocasionam a reducdo da secrecdo do fluido uterino composto por
elementos minerais importantes para a formacao da casca (PARK et al., 2017; PARK; SOHN,
2018). Desse modo, as altera¢des observadas na glandula da casca em fungéo da idade das aves
contribuem para reducdo na espessura da camada palicada e aumento no tamanho dos botdes
mamilares, levando a reducdo da espessura e diminuicdo da resisténcia da casca (PARK;
SOHN, 2018).

Nossos estudos demonstraram que a utilizagcdo de complexo mineral pode retardar o efeito
da idade das aves na microestrutura da casca no final do periodo produtivo (93 semanas de
idade). Resultados esses que concordam com os achados de Stefanello et al. (2014) e Qiu et al.
(2019), que verificaram aumento da espessura da camada palicada e diminui¢cdo no nimero e
tamanho do botdes mamilares, que refletiram diretamente na resisténcia e espessura total da
casca dos ovos de galinhas poedeiras Hy-Lyne W36 e White com 47 e 50 semanas,
respectivamente, ao utilizarem na alimentacdo complexo de metal (Zn, Mn e Cu) aminoéacido e
proteinato de Zn, Mn, Cu e Fe. Ja Li et al. (2018) verificaram reducdo na largura dos cones
mamilares da casca dos ovos ao suplementar a dieta de galinhas poedeiras (Jinghong-1 com 53
semanas de idade) com 60 e 80 mg/kg de Mn-metionina.

O aumento da camada palicada, associada a reducdo dos botdes mamilares e arranjo
regular das colunas calcificadas da casca dos ovos sdo modificagdes importantes para
resisténcia da casca (QIU et al., 2019). As modificagcdes observadas na estrutura das cascas
podem ser o reflexo da acdo conjunto das fontes minerais (Cu, Mn e Zn) de maior
biodisponibilidade, atuando no metabolismo de enzimas e proteinas envolvidas na sintese da
casca. Entre as enzimas encontra-se a lisil oxidase, responsavel pela catalizacdo da reacédo de
oxidacéo de residuos de lisina e hidroxilisina em aldeidos, os quais atuardo como centros ativos
onde as ligagdes cruzadas inter e intramoleculares do colédgeno e elastina serdo formadas
(HARRIS et al., 1980b), dando origem a uma estrutura estavel (membrana da casca) antes da
formacéo da casca propriamente dita (HARRIS et al., 1980a).

Mais precisamente, alteracdes na estrutura das diferentes camadas da casca vém sendo
associada ao Mn (XIAO et al., 2014; ZHANG et al., 2017b). Quando suplementado nas dietas
de galinhas de postura, o Mn tem demonstrado atuar modulando a atividade da enzima Gal3

1,3- glucoronosiltransferase (GLCAT-1) que atuam na sintese de GAGs (glucosaminoglicanos)
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(VENKATESAN et al., 2004; XIAO et al., 2014), componentes da matriz organica da casca
dos ovos (NAKANO et al., 2001, 2002), que podem se ligar covalentemente para formar os
proteoglicanos (KJEUIN; LINDAHL, 1991). Os proteoglicanos estdo envolvidos nos estagios
iniciais de formagé&o da casca que atuam no controle da estrutura e textura da casca (NYS et al.,
2004), influenciando diretamente na resisténcia e espessura (XIAO et al., 2014). Além disso, a
glandula da casca desempenha papel fundamental no processo de cristalizacdo e crescimento
dos cristais de calcita. Para isso, secretam fluido uterino constituidos por proteinas, entre as
quais encontram-se as ovocleidina 17, proteina que pode modificar o habito de cristalino do
carbonato de célcio e o padrdo de crescimento do cristal de calcita, essa proteina interage
diretamente com o anion de bicarbonato, formando um mecanismo potencial responsavel por
diferentes efeitos sobre o processo de nucleacgéo e crescimento dos cristais (ROSE; HINCKE,
2009).

Desse modo, a suplementagdo com Zn, Mn e Cu a partir de MCA podem ter promovido
uma maior biodisponibilidade destas fontes, a qual atuou na modulacdo da sintese de GAGs,
proteinas e enzimas envolvidos na formacdo inicial da casca, alterando a espessura das
diferentes camadas.

Além desses fatores, um outro ponto que deve ser levado em consideracdo € a
contribuicdo dos MCA na formacéo do epitélio da glandula da casca, o qual é composto por
células (ex. granulares e ciliadas) responsaveis pela secrecdo de fluido uterino, que, além de
conter elementos minerais, também apresentam proteinas especificas, tais como ovocleidinas,
ovocaxinas e osteopontinas, importantes para o processo de formacgéo das estruturas iniciais
(membranas da casca ) e posteriormente calcificacdo da casca (HINCKE et al., 2008). No
entanto, a literatura ainda é escassa sobre o efeito dos metais aminoacidos na formacédo do
sistema reprodutor e nas estruturas histoldgicas destes 6rgaos das aves de postura, devendo esta
avaliacdo ser levada em consideragdo em pesquisas futuras.

Os efeitos observados para a distribuicdo dos elementos sobre a superficie transversal da
casca do ovo (Figuras 5 e 6) em que o Ca foi um dos elementos dominantes, distribuido de
maneira mais uniforme sobre a superficie transversal das diferentes regides da casca quando as
aves foram suplementadas com MCA-ZMCFe, assemelham-se aos obtidos por Li et al. (2019),
no qual verificaram que o Ca foi um dos elementos dominantes e distribuidos de maneira
uniforme quando as aves ( Hy-Line, 38 semanas de idade) foram suplementadas com 80 mg/kg
de Zn- metionina na dieta. De acordo com os autores, essa diferenca pode ser, eventualmente,
causada por mudancas induzidas por Zn nos depositos de Ca da casca do ovo, em que 0 Zn

aumentaria a utilizacdo de Ca para formacao da casca pelo aumento da atividade da anidrase
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carbdnica na glandula da casca. Associado ao efeito do Zn na atividade da anidrase carbonica,
também podemos salientar uma acdo conjunta ao Fe, tendo em vista que este mineral atua sobre
0 metabolismo 0sseo, induzindo a reabsor¢do dos minerais (TSAY et al., 2010; BALOGH et
al., 2018), que serdo utilizados para formagdo da casca. Desse modo, é possivel que o Fe tenha
provido maiores taxas de reabsor¢do dssea, proporcionando maiores concentragcdes de Ca e, 0
Zn potencializando a acdo da anidrase carb6nica na glandula da casca, contribuindo para uma

maior eficiéncia na deposicdo desse mineral nas diferentes superficies da casca.

CONCLUSAO
A suplementacédo parcial com MCA desde as fases iniciais de criagdo e a manutengédo
desta suplementacdo até o periodo final de producdo em associacdo ao MCA-Fe reduziram 0s
efeitos da idade das aves sobre as diferentes estruturas da casca dos ovos, promovendo cascas
de melhor qualidade no final do periodo de producéo, assim como uma deposicdo de minerais

mais uniforme sobre as diferentes superficies transversais da casca.
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