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RESUMO

Foram conduzidos trés experimentos para avaliar o melhor nivel de suplementacdo da enzima
protease para frangos de corte, conforme parametros de desempenho, rendimento de carcaga e
digestibilidade de aminoacidos (AA). No primeiro experimento, avaliou-se o desempenho € o
rendimento de carcaca de frangos suplementados com diferentes niveis da enzima protease em
racdes com reducdo da fracdo ndo digestivel de AA, a base de milho e farelo de soja, de 1 a 42
dias de idade. Para isso, foram utilizadas 10 dietas no formato de um programa alimentar
conforme a fase de criacdo. Foi utilizada ragdo basal, e racdo com reducao da fragao nao
digestivel de AA suplementadas ou ndo com trés niveis de inclusdo da enzima protease: 4.000
UP/kg, 8.000 UP/kg e 12.000 UP/kg. E foi analisado a sua inclusdo dividida em dois periodos:
1-21 dias de idade e 22-42 dias de idade, afim de analisar o efeito da inclusdo da protease em
cada fase, e analisar o seu efeito acumulado na fase total 1-42 dias de idade. Para as variaveis
de desempenho, frangos alimentados na fase pré-inicial com 12.000 UP/kg em ragdes com
reducdo da fracdo indigestivel de AA, observou-se aumento no ganho de peso, semelhante aos
frangos alimentados com racdo basal. No periodo de um a 42 dias de idade, foi observado um
efeito quadratico na conversdo alimentar, com menor conversao para 6.243 UP/kg de protease.
Em relacao ao rendimento de carcacga e de cortes, ndo houve diferencas estatisticas entre os
tratamentos. Conclui-se que a suplementacao da enzima protease em ragdes com reducdes do
nivel nutricional, melhorou o desempenho de frangos.Os outros dois experimentos foram
conduzidos para avaliar o efeito de diferentes niveis de protease na digestibilidade ileal de
aminodacidos, sendo um experimento (1) para avaliagdo dos coeficientes de digestibilidade ileal
aparente dos aminoacidos da ragdo e o outro experimento (2) para avaliagdo dos coeficientes
de digestibilidade ileal aparente e estandardizada dos aminoécidos dos ingredientes, milho e
farelo de soja para frangos de corte na fase inicial. No experimento 1 os tratamentos
consistiram: ra¢do basal; racdo com reducdo da fragdo nao digestivel de aminoacidos (RR); RR
+ 8.000 UP/kg; e RR + 12.000 UP/kg. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com quatro tratamentos e seis repeti¢des de 10 aves. O tratamento RR + 8.000 UP/kg
melhorou significamente o CDIa de AA da ragdo. No experimento 2 os tratamentos consistiram
em racao isenta de proteina (RIP) contendo milho ou farelo de soja, suplementadas ou ndo com
dois niveis da enzima protease 8.000 UP/kg ou 12.000 UP/kg. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos e seis repeticdes de 15 aves. O nivel de
8.000 UP/kg aumentou o CDIe de AA do farelo de soja e o nivel de 12.000 UP/kg aumentou
significamente o CDIe de AA do milho. A adi¢do de protease na rag¢do de frangos na fase inicial
¢ eficiente em aumentar os coeficientes de digestibilidade de aminoéacidos da racdo, do milho e
do farelo de soja. Recomenda-se a utilizagdo de 12.000 UP/kg de protease nas dietas de frangos
de corte, pois esse nivel demonstrou melhorar o ganho de peso, sem comprometer a viabilidade
das aves.

Palavras-chave: aminoécidos, avicultura, desempenho, digestibilidade, enzima exogena.
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ABSTRACT

Three experiments were conducted to evaluate the optimal level of protease enzyme
supplementation for broiler chickens based on performance parameters, carcass yield, and
amino acid (AA) digestibility. In the first experiment, performance and carcass yield of broilers
supplemented with different levels of protease enzyme in diets with reduced indigestible AA
fraction, based on corn and soybean meal, were evaluated from 1 to 42 days of age. Ten diets
were used in a feeding program format according to the growth phase. A basal diet and diets
with reduced indigestible AA fraction were supplemented or not with three protease inclusion
levels: 4,000 UP/kg, 8,000 UP/kg, and 12,000 UP/kg. The inclusion was analyzed in two
periods: 1-21 days and 22-42 days of age to evaluate the effect of protease inclusion in each
phase and its accumulated effect over the entire 1-42 days period. For performance variables,
broilers fed the pre-initial phase with 12,000 UP/kg in diets with reduced indigestible AA
fraction showed increased weight gain, similar to those fed the basal diet. In the 1-42 days
period, a quadratic effect on feed conversion was observed, with the best conversion at 6,243
UP/kg of protease. Regarding carcass and cut yields, no statistical differences were observed
between treatments. It was concluded that protease supplementation in diets with reduced
nutritional levels improved broiler performance. The other two experiments aimed to evaluate
the effect of different protease levels on ileal amino acid digestibility. The first experiment (1)
assessed the apparent ileal digestibility coefficients (AIDC) of amino acids in the diet, and the
second experiment (2) assessed the apparent and standardized ileal digestibility coefficients
(SIDC) of amino acids in the ingredients, corn and soybean meal, for broilers in the early phase.
In experiment 1, treatments consisted of: basal diet; reduced indigestible AA fraction diet (RR);
RR + 8,000 UP/kg; and RR + 12,000 UP/kg. A completely randomized design (CRD) with four
treatments and six replicates of 10 birds each was used. The RR + 8,000 UP/kg treatment
significantly improved the AIDC of AA in the diet. In experiment 2, treatments consisted of a
protein-free diet (RIP) containing corn or soybean meal, supplemented or not with two levels
of protease enzyme (8,000 UP/kg or 12,000 UP/kg). A completely randomized design (CRD)
with seven treatments and six replicates of 15 birds each was used. The 8,000 UP/kg level
increased the SIDC of AA in soybean meal, and the 12,000 UP/kg level significantly increased
the SIDC of AA in corn. The addition of protease to broiler diets in the early phase is effective
in increasing the digestibility coefficients of amino acids in the diet, corn, and soybean meal. It
is recommended to use 12,000 UP/kg of protease in broiler diets, as this level improved weight
gain without compromising bird viability.

Keywords: amino acids, performance, digestibility, broiler, protease.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1. INTRODUCAO

A proteina ¢ o nutriente de maior custo unitario em ragdes. E, o farelo de soja ¢ a
fonte de proteina mais usada na nutri¢do animal, contribuindo com cerca de 70% da proteina
em dietas avicolas. Porém, mesmo sendo processado pelo calor, o farelo de soja possui
pequenas fracdes de fatores antinutricionais que diminui a digestibilidade da proteina e da
gordura e reduzem a absorc¢ao de nutrientes [1].

Dessa forma, como as proteinas dietéticas ndo sdo completamente metabolizadas
pelos frangos, a adicdo de enzimas capazes de melhorar a digestibilidade da proteina tem sido
fonte de estudos com o proposito de melhorar os indices zootécnicos desses animais. As
enzimas exogenas podem ndo apenas promover a utilizagao de nutrientes dos ingredientes da
racdo, mas aumentar a flexibilidade nas abordagens de formulac¢des para nutricionistas[2,3].
Ademais, as enzimas exogenas podem apresentar uma oportunidade para minimizar a producao
de enzimas endogenas, assim como potencializar a agdo enzimadtica dessas enzimas, bem como
reduzir o investimento secretdrio, podendo melhorar a digestibilidade e a disponibilidade de
nutrientes para os frangos, levando a uma melhoria no desempenho[4].

Os animais ndo digerem e absorvem todas as proteinas e aminoacidos (AA)
presentes na ragdo. O componente ndo digerido ¢ um substrato para o aumento da fermentagao
microbiana no intestino posterior[5]. As proteinas nao digeridas nas racdes das aves sao
convertidas em compostos prejudiciais a microbiota intestinal, como amonia, nitratos e 6xido
nitroso, nas excretas[6,7], podendo ocasionar uma disbiose.

Parsons et al[8] demonstraram que fragdes indigestiveis da proteina bruta (PB) e
dos aminoacidos (AA) para aves, indicam que quantidades expressivas de proteina passam pelo
trato gastrointestinal (TGI) sem serem completamente digeridas.

Dessa forma, as enzimas proteases sdo utilizadas como alternativa para melhorar a
capacidade de digestdo e de absor¢do de ingredientes proteicos em ragdes para frangos de corte,
melhorarando o desempenho e, consequentemente, a rentabilidade. Como as proteases atuam
promovendo maior digestibilidade da proteina, o melhor aproveitamento proteico resulta
diretamente em reducdo de custo de producao[1,9].

Um dos propositos da utilizagdo da protease na alimentagdo de frangos ¢ a redugao
do custo da ragdo, devido a reducdo da concentragdo de PB e troca de fontes de proteina com
alto custo por ingredientes de menor custo de inclusao[10]. Além disso, a menor inclusdo de

ingredientes proteicos como a soja, permite aumentar a inclusdo de ingredientes energéticos,
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como o milho, diminuindo a quantidade de 6leo a ser adicionado e consequentemente
diminuindo o custo da ragao[11].

Os efeitos da protease estdo diretamente relacionados com a sua ac¢dao sobre o
substrato, nesse contexto ¢ importante ressaltar o conceito de matriz nutricional da enzima, ou
seja, a quantidade de nutrientes que a adi¢ao da dose preconizada de uma determinada enzima
exdgena pode disponibilizar ao animal[12].

Assim, objetivou-se determinar a melhor dose da enzima exogena protease para
frangos de um a 42 dias de idade, alimentados com ragdes baseadas em milho e farelo de soja

sobre os parametros de desempenho, rendimento de carcaca e digestibilidade de aminoacidos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Fisiologia da digestao e absorcao de proteinas nas aves

Nas aves, a digestdo das proteinas se iniciam no proventriculo, pois na boca, no
esofago e no inglivio ndo ha agdo enzimatica, € nem mesmo mecanica sobre o alimento
ingerido. O proventriculo secreta 4cido cloridrico e pepsinogénio, o pepsinogénio ¢ clivado pela
acao do acido cloridrico na endopeptidase pepsina, sua forma ativa. O pH acido entre 2,8 a 4,0
¢ o ideal para a atuacdo da pepsina. Desse modo, as proteinas em meio acido sao desnaturadas
e sofrem a acdo da pepsina. Através da motilidade proventriculo-moela o alimento vai sendo
triturado e digerido e assim a proteina parcialmente digerida passa para o duodeno[13].

O processo de trituracdo do alimento e a desnaturacdo das proteinas precisa ser
consideravelmente eficiente para a adequada digestao proteica, uma vez que as aves apresentam
um trato digestorio relativamente curto, em comparagiao aos mamiferos[14].

As proteinas parcialmente digeridas sdo direcionadas para o duodeno através da
motilidade proventriculo-moela. A eficacia da digestao proteica depende da caracteristica fisica
da proteina ingerida e do tempo de permanéncia no proventriculo-moela, pois a hidrolise
péptica cessa quando o pH do quimo ¢ aumentado no duodeno[15].

Concluida a digestdo gastrica, o contetido, agora denominado quimo, ¢ direcionado
para o intestino delgado em pequenas quantidades. A entrada do quimo no duodeno, primeira
porc¢ao do intestino delgado, estimula a produgdao de hormodnios. Estes hormonios, por sua vez,
estimulam a liberagdo da bile e do suco pancreatico (rico em proteases, carboidrases, lipases e
bicarbonato de so6dio), pelo figado e pelo pancreas, respectivamente[14].

Em virtude da a¢do das enzimas pancredticas responsaveis pela digestdo no limen
intestinal e pelas enzimas presentes na mucosa intestinal, a digestdo proteica no intestino
delgado ¢ muito mais rapida e intensa. As proteases que agem no intestino delgado podem ser
divididas em trés grupos: endopeptidases (tripsina, quimiotripsina e elastase) e exopeptidases
(carboxipeptidases A e B) secretadas pelo pancreas, e peptidases secretadas pelos enterdcitos
da mucosa intestinal (aminopolipeptidases, dipeptidases e carboxipeptidases C e D)[16].

A tripsina e a quimiotripsina, assim como a pepsina, sao endopeptidases e quebram
as ligacdes em locais especificos e ndo terminais, enquanto as carboxipeptidases sdao
exopeptidases que hidrolisam as ligacdes na terminacao carboxila dos peptideos[13].

A maior parte dos componentes do quimo sdo hidrolisados pelas endopeptidases e

exopeptidases no lumen intestinal. Porém, ha evidéncias que pequenas por¢des peptidicas sao
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resistentes a hidrdlise luminal. A digestdo dos peptideos provenientes da acdo das enzimas
gastricas e pancreaticas sdo completadas principalmente nas por¢des iniciais do intestino
delgado, pelas multiplas peptidases produzidas pelas células intestinais. As peptidases mais
importantes sdo as aminopolipeptidases e as dipeptidases, que desdobram os peptideos
remanescentes em tripeptideos e dipeptideos e alguns aminoacidos livres[17].

As proteinas ndo precisam ser completamente quebradas em aminoacidos livres
para serem absorvidas, uma vez que 70 a 85% da absorcao proteica que sucede no jejuno das
aves ocorre na forma de pequenos peptideos, ou seja, a absor¢cdo de dipeptideos e tripeptideos
¢ independente da agdo de peptidases e de transportadores especificos. Por outro lado, o ileo ¢
o local em que se encontra grande parte das proteinas carreadoras, caracterizando essa por¢ao
do intestino como o local de maior absor¢cao de aminoacidos livres. Todos 0os mecanismos de
absor¢ao de aminoacidos livres sdo baseados em sistemas de transporte ativo dependente do
s6dio[18,19].

Uma pequena parte da proteina dietética ndo ¢ digerida e absorvida, e quando essa
porcdo atinge o intestino grosso sofre hidrélise e ressintese pelos microrganismos presentes
nesse local. Por essa razdo, por haver pequena influéncia da microbiota, o ileo terminal € o local
mais indicado para determinagdo de digestibilidade de aminoécidos de uma dieta ou
ingrediente[20].

De forma geral, a absor¢do dos aminoacidos pelas aves ¢ influenciada pela idade,
sexo, temperatura, ambiente, e por fatores nutricionais como o tempo de contato do trato
gastrointestinal com o alimento ja que a velocidade de passagem do alimento pelo trato
digestivo influencia sua digestibilidade e consequente absor¢do. Portanto, quanto mais tempo
o alimento estiver sob a¢do enzimatica do trato digestivo, mais eficiente serd a sua digestdo e

absor¢ao[20-22].

2.2. Utilizacao das enzimas exogenas

As enzimas sdo compostos proteicos, catalisadores bioldgicos produzidos por todos
0s seres vivos, que atuam em substratos especificos, conforme condi¢des de temperatura, pH,
umidade e presenca de coenzimas e inibidores, com o objetivo de acelerar uma
reagao[16,23,24].

Biologicamente, as enzimas sdo proteinas globulares de estrutura terciaria ou
quaternaria[25,26]. As enzimas sdo altamente especificas, cada tipo de enzima atua sobre um

composto ou substrato, de modo que os centros ativos coincidam perfeitamente, que a enzima
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seja capaz de proporcionar as reacdes de reducdo da cadeia dos polimeros. Esse processo ¢
comparado a relagdo entre chave e fechadura[19].

Em 1913, Leonor Michaelis e Maud Lyn[27], descreveram as primeiras teorias da
acdo enzimatica, esses autores postularam que a enzima combina com seu substrato para formar
o complexo enzima-substrato e posteriormente decompde-se numa segunda reagdo, mais lenta,
resultando em enzima livre.

Dessa forma, as enzimas possuem um sitio ativo, que contém aminoacidos, cujas
cadeias laterais criam uma superficie complementar ao substrato. O sitio ativo, ao se ligar ao
substrato, forma o complexo enzima-substrato. Apos a reacdo, a enzima separa-se dos produtos,
ficando disponivel para novas reagdes, ou podendo ser inativada[16].

Enzimas exdgenas sao classificadas como aditivos zootécnicos digestivos, segundo
a Instrucdo Normativa (IN) ntimero 13 de 2004 do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA)[28]. Sdo definidas como um aditivo contendo material enzimatico
processado e padronizado, com a finalidade de ser comercializado para uso em alimentos ou
matérias-primas para consumo animal[23]. As enzimas exogenas sdo produzidas
industrialmente em laboratdrios por meio de culturas aerébias, sendo derivadas principalmente
da fermentagdo bacteriana, ou ainda fungica ou de leveduras, destacando-se bactérias do género
Bacillus e fungos do género Aspergillus[29,30].

A maioria das enzimas sdo nomeadas por meio da adi¢do do sufixo “ase” ao radical
do substrato que ela atua (protease — substrato proteina) ou a um termo descritivo da reagao que
catalisa (alcool dehidrogenase), ou sdo nomenclaturas consagradas pelo uso (tripsina)[31-33].

Em um contexto biotecnoldgico, as enzimas exodgenas tém sido importantes na
melhoria do aproveitamento dos nutrientes presentes nos ingredientes que constituem as ragaes,
visando complementar as enzimas enddgenas que sdo produzidas pelo proprio animal,
melhorando o aproveitamento dos nutrientes e a eficiéncia nutricional da ragdo, ocasionando
consequentemente, em reducdo no custo de produgao[34-37].

Diferentes tipos de produtos enzimaticos (fitases, xilanases, amilases, celulases,
proteases, glucanases, entre outros) estdo disponiveis no mercado. Pode-se encontrar duas
formas de apresentacao das enzimas: isoladamente, produtos que contém apenas uma enzima
isolada (fitases, xilanases, amilases, celulases, proteases, glucanases, entre outros) ou
complexos enzimaticos (associagdo de duas ou mais enzimas), também chamados blends, que
sao originados a partir da fermenta¢do de um microrganismo original, ou misturas de enzimas

obtidas a partir da fermentagao de varios microrganismos[38].
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Segundo Tejedor et al.[39], misturas de enzimas sdo mais efetivas no
aproveitamento dos nutrientes das ragdes, uma vez que produtos com uma enzima apenas, sao
insuficientes para produzir o maximo beneficio, pelo fato das enzimas serem especificas em
suas reacdes. Entretanto, de acordo com Meneghetti[40], a utilizagdo de misturas enzimaticas
dificulta a interpretacdo mais precisa da acdo de cada enzima a nivel experimental, pois as
variaveis sdo frequentes e os resultados sdo inconsistentes pela existéncia de mais de uma
atividade enzimatica em um Unico tratamento.

Existem duas abordagens econdmicas ao considerar a incorporagdo de enzimas
exdgenas nas formulacdes das ragdes. Uma é chamada de “over the top” (por cima), que
consiste em suplementar as enzimas, sem alterar os niveis nutricionais[24]. Porém, a adicao da
enzima aumentara o custo da ragdo, pois, como o animal receberd uma ragao, que vai suprir
suas exigéncias nutricionais e energéticas, a adicdo da enzima produzird excesso de nutrientes,
que poderdo ser convertidos em gordura ou ndo serdo utilizados pelo animal, sendo excretados.
Logo, a adicao da enzima produziré a liberagdo de nutrientes dos quais o animal ndo necessita
ou mesmo ndo conseguird converter em ganhos[40,41].

A outra forma de inclusao das enzimas ¢ chamada de “on the top”, que € realizada
em conjunto com a reducao dos nutrientes da ragdo (utilizando a valorizacao recomendada da
matriz nutricional da enzima). Espera-se que, com a adi¢do das enzimas, o valor nutricional da
racdo padrio seja restaurado, visando obter o mesmo desempenho de uma ragdo com os niveis

nutricionais recomendados, resultando na diminuicao do custo das formulagoes[41,42].

2.3. Proteases exogenas

Em razdo da importante funcdo que a proteina exerce no desenvolvimento animal
e do elevado custo deste nutriente na formulacdo de ragdes, o uso de proteases na nutrigao
avicola tem recebido consideravel atencdo nos tltimos anos. A inclusdo de proteases exdgenas
nas ragoes, pode melhorar o valor nutricional por meio da hidrélise de certos tipos de proteinas
que resistem ao processo digestivo das enzimas digestivas[43].

De acordo com o Comité Internacional de Nomenclatura “Unido de Bioquimica e
Biologia Molecular”, proteases sao hidrolases classificadas no subgrupo 4 (peptido hidrolase),
do grupo 3 (hidrolases), portanto, sdo Enzyme Class of 3.4 (E.C 3.4). Essas enzimas, nao
obedecem facilmente as regras de nomenclatura, e possuem classificagdo diversificada em

virtude da diversidade de agdo e da estrutura[42].
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Como mencionado, as proteases pertencem a classe das hidrolases e sdo enzimas
que possuem funcdo catalitica para hidrolisar as liga¢des peptidicas das proteinas[44]. As
proteases podem ser classificadas de acordo com sua capacidade para hidrolisar as proteinas
especificas (queratinase, elastase, colagenase, etc.) ou de acordo com o pH em que sdo ativadas:
proteases acidas, com atividade em pH variando de 2,0 a 5,0; as neutras, com atividade 6tima
em pH entre 6,0 ¢ 9,0; ¢ as alcalinas, com atividade entre pH 9,0 e 11,0[43]. Entretanto, Pant et
al.[45] consideram as proteases com pH 6timo de 7,4 como alcalinas.

O processo de produgdo das proteases exdgenas por vegetais € por animais ¢é
complexo e de custo elevado. Dessa forma, a produgdo de proteases por meio de
microrganismos se apresenta como excelente alternativa, tendo em vista a sua ampla
diversidade bioquimica, a susceptibilidade para a manipulacdo genética e o rapido
crescimento[48]. Atualmente, proteases microbianas representam aproximadamente 40% do
total das vendas de enzimas em todo o mundo. O uso de enzimas proteases, vai além da
utilizacdo na alimentagdo animal, pois tem aplicagdo também em industrias téxteis, de
detergentes, e de processamento de alimentos, contribuindo com cerca de US$ 5 bilhdes no
mercado de enzimas industriais[49].

Com base no ponto de clivagem da cadeia polipeptidica, as proteases ou peptidases
sdo enzimas enddgenas, com agdo proteolitica. As proteases endogenas que agem no intestino
delgado podem ser divididas em trés grupos endopeptidases e exopeptidases secretadas pelo
pancreas, e aminopeptidases secretadas pela mucosa intestinal[26].

A grande variedade de proteases enddgenas produzidas no trato digestorio das aves
geralmente ¢ suficiente para a adequada utilizagdo de proteinas[50,51]. No entanto, os
resultados de digestibilidade mostraram que quantidades consideraveis de aminoacidos e de
proteina passam pelo trato digestorio sem serem aproveitados e completamente digeridos[52].

A suplementacdo de proteases exdgenas nas ragdes avicolas, visa quebrar as
proteinas pouco disponiveis, presentes nos mais diversos ingredientes vegetais, que possuem
enorme afinidade de se ligar ao amido, ndo conseguindo ser digeridas, por formar complexos
insoluveis na forma de quelatos[53]. Portanto, atuam degradando proteinas complexas e
reduzindo os efeitos dos fatores antinutricionais dos alimentos, tais como lectinas, proteinas
antigénicas e inibidores de tripsina, presentes principalmente em graos de leguminosas, como
a soja[54]. Com isso, essas enzimas fazem com que os nutrientes se tornem mais disponiveis
para o animal, melhorando a absor¢do dos aminoacidos e aumentando a digestibilidade geral

do alimento[55,56].
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Além de promoverem a maior degradagdo dos fatores antinutricionais presentes em
alimentos, as proteases exogenas, melhoram a digestibilidade da proteina e diminui a sintese de
enzimas enddgenas, resultando em maior disponibilidade de aminoacidos para deposicao de
proteina. Assim, como os ingredientes proteicos t€ém importante contribuicdo no custo de
produgdo, o seu melhor aproveitamento resulta na reducgao direta no custo de producao[58-60].

Os trabalhos pioneiros de Kasbaoui e Guillaume[61], Vogt e Harnisch[62], Lewis
e Hiller[63], entre as décadas de 1970 e 1980, ja mostravam os efeitos benéficos de duas
proteases fungicas isoladas ou em combinagdo no ganho de peso e na conversao alimentar de
frangos de corte alimentados com restricdo de proteina bruta, onde a suplementacdo com
protease resultou em desempenho semelhante as aves com dieta padrao.

Recentemente Aderibigbe et al.[64], ao estudarem o desempenho e a digestibilidade
de AA em frangos de corte alimentados com racdes contendo inibidor de tripsina de soja
purificado (1.033 ou 10.033 TIU/g) e suplementadas com protease exdgena (0 ou 15.000
PROT/kg), verificaram que a suplementacdo das ragcdes com a protease exodgena resultou em
aumento no ganho de peso e na conversdo alimentar em todas as fases experimentais
independente da concentragdo dietética de inibidor de tripsina.

Cowieson et al.[65] demonstraram que a adigdo de protease monocomponente
(15.000 PROT/kg) a dietas com redugdo na proteina bruta e aminodcidos digestiveis (controle
negativo) resultou em um aumento significativo no ganho de peso de frangos de corte em
comparagdo aqueles que receberam a dieta padrdo, ou sejam sem redugdo dos niveis
nutricionais de proteina e aminoacidos (controle positivo). Essas melhorias nas respostas de
desempenho podem ser atribuidas as melhorias observadas na digestibilidade dos AA, pelos
autores. Angel et al.[66], usando protease monocomponente em concentragdes de 15.000,
30.000 e 60.000 PROT/kg, encontraram aumento na digestibilidade especifica de AA,
permitindo que os animais superassem o efeito negativo no ganho de peso corporal e na
conversao alimentar resultante de uma redugdo de 10%, por anélise, na proteina bruta, lisina,
total de aminodacidos sulfurados e treonina da dieta e uma reducdo de 15% em metionina.

Duque-Ramirez et al.[67], ao avaliaram a suplementacao de protease, produzida por
Aspergillus Niger, em dietas para frangos de corte, observaram melhora no ganho de peso,
conversao alimentar, pardmetros histomorfométricos, qualidade da carne e rendimento de
carcaga nas aves dos tratamentos que receberam ragdo suplementada com protease e reducao
nos niveis nutricionais (PB, AA e EM) quando comparadas as aves que receberam racao basal,

sem reducao nos niveis nutricionais.
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Por outro lado, Freitas et al.[68], relataram maior ganho de peso vivo em frangos
de corte alimentadas com dieta sem protease e sem reducao nos niveis nutricionais (controle
positivo) quando comparadas aos frangos que receberam ragdo com reducdo de 4,4% de EM e
PB suplementadas com protease monocomponente (75.000 PROT/g) em diferentes niveis de

inclusdo.

2.4. Uso da enzima protease na avicultura

O uso de proteases em ragdes para aves tem mostrado enorme eficiéncia, tanto em
termos técnicos, quanto economicos, principalmente na ultima década, em decorréncia do
melhor aproveitamento de ingredientes utilizados como fontes proteicas, que sdo considerados
de alto custo. Dessa forma, as enzimas proteases tem se destacado entre as demais, sendo
amplamente utilizadas comercialmente e pesquisadas[69,70].

Os estudos iniciais sobre a sua utiliza¢ao[61-63], consideram como importantes os
efeitos positivos no desempenho e rendimento de carcaca de frangos de corte, seguido pela
melhoria na digestibilidade de nitrogénio. A partir destes resultados, mais pesquisas vém sendo
realizadas, tanto para avaliar a digestibilidade ileal de aminoécidos e nutrientes alternativos, e
a interagdo da protease com os ingredientes diéticos e outras enzimas[59,71].

O uso da protease em ragdes para frangos de corte pode melhorar, a qualidade da
cama, por meio da diminuicdo do nitrogénio nas excretas. Oxemboll et al.[72], e Leinonen et
al.[73], demonstraram que quando a protease foi usada nas dietas, o teor de proteina bruta da
racdo foi reduzido, reduzindo a quantidade de nitrogénio no esterco. Isso reduziu a emissao de
amonia, afetando os potenciais de acidificacdo e eutrofizagdo, e lixiviagdo de nitrato, que
afectam o Potencial de Eutrofizacao.

Existem alguns fatores influenciadores no uso de enzimas nas racdes, tais como:
concentragdes do substrato ¢ da enzima, temperatura, variagdes do pH, umidade, tipo de
ingrediente e presenca de coenzimas[74]. A idade também se mostra como um fator que afeta
a disponibilidade dos nutrientes pela a¢ao de proteases, tendo em vista que, em aves jovens, 0
trato digestorio ainda € imaturo e apresenta insuficiéncia na produgdo de enzimas endogenas.
Logo, a adi¢ao de proteases exdgenas na ragdo, pode ser capaz de suplementar a atividade de
proteases enddgenas, promovendo o melhor aproveitamento de proteinas[69].

Existem ainda fatores secundarios que sdo capazes de afetar o consumo de ragdo e

a quantidade de nutrientes ingeridos, os quais podem favorecer ou ndo a acdo das enzimas,
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como: estado sanitario das aves, balango eletrolitico, manejo, temperatura ambiental, forma
fisica e processamento térmico das ragoes[12].

Com base nessas premissas, sabe-se que o uso de proteases exdgenas em ragdes
avicolas tem se mostrado eficiente tanto em termos técnicos, quanto econdomicos € pode ser um
aliado util na produgdo. Assim, a partir dos resultados de pesquisas, tornar-se-a possivel
elucidar os mecanismos de agdo, dose 6tima, os substratos preferidos das proteases, além de

explorar as interagdes entre diferentes produtos enzimaticos.
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CAPITULO 2 - EFEITOS DOS NiVEIS DE PROTEASE NO DESEMPENHO E
RENDIMENTO DE CARCACA DE FRANGOS DE CORTE DE 1 A
42 DIAS DE IDADE

RESUMO

Este estudo foi conduzido para avaliar o efeito da suplementacao de diferentes niveis da enzima
protease, no desempenho e no rendimento de carcaga e cortes, em frangos de 1 a 42 dias de
idade, alimentados com ragdes contendo reducdo da fracdo ndo digestivel de aminoacidos, a
base de milho e farelo de soja. Foram alojados 1.500 pintos machos Cobb-500®, em boxes em
um galpdo industrial de pressdo negativa. Foram utilizadas 10 dietas no formato de um
programa alimentar conforme a fase de criacdo. Foram testados trés niveis de inclusdo da
enzima protease: 4.000 unidades de protease UP/kg, 8.000 unidades de protease UP/kg e 12.000
unidade de protease UP/kg. E foi analisado a sua inclusdo dividida em duas fases (1-21 d) e
(22-42d), afim de analisar o efeito da inclusdo da protease em cada fase, e analisar o seu efeito
acumulado na fase total. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 10
repeti¢des e 15 aves por repeticdo. Foram avaliadas as varidveis de desempenho dos frangos
aos sete, 21 ¢ 42 dias de idade, e aos 42 dias o rendimento de carcaca e de cortes. A analise
estatistica foi realizada conforme a fase de criacdo, utilizando-se a analise de variancia
(ANOVA), e realizada a regressdo polinomial de um a 42 dias de idade. Os frangos do
tratamento com 12.000 UP/kg em ragdes com redugdo da fracdo indigestivel de aminodacidos,
na fase pré-inicial apresentaram um maior ganho de peso médio, semelhante aos frangos
alimentados com ragao basal, com niveis adequados. No periodo total, foi observado um efeito
quadratico no consumo de ra¢do e na conversdao alimentar, com menor consumo de ragdo e
conversao alimentar para os nives de 5.296, de 6.243,1 UP/kg, respectivamente. Para
rendimento de carcaca e de cortes, ndo houve diferencgas estatisticas. Conclui-se que a
suplementag¢do da enzima protease em racdes com redugdes do nivel nutricional, melhorou o

desempenho de frangos.

Palavras-chave: Digestibilidade, Enzimas, Metabolismo, Crescimento.
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CHAPTER 2 - EFFECTS OF PROTEASE LEVELS ON THE PERFORMANCE AND
YIELD OF CARCASS OF BREACHES FROM 1 TO 42 DAYS OF AGE

ABSTRACT

This study was carried out to evaluate the effect of supplementation of different levels of the
protease enzyme, on performance and on carcass and cuts yield, in broilers from 1 to 42 days
of age, fed diets containing a reduction in the non-digestible fraction of amino acids, the based
on corn and soybean meal. 1500 male Cobb chicks were housed in mobile boxes of a negative
pressure industrial shed, 10 diets were used in the format of a feeding program according to the
breeding phase. Three levels of protease enzyme inclusion were tested: 4,000 protease units
UP/kg, 8,000 protease units UP/kg and 12,000 protease units UP/kg. And its inclusion was
analyzed divided into two phases (1-21 d) and (22-42d), in order to analyze the effect of the
protease inclusion in each phase, and to analyze its accumulated effect in the total phase. A
completely randomized design (DIC) was used, with 10 replications and 15 birds per box.
Performance measurements were performed with the weighing of chickens and feed on the day
of housing and at 7, 21 and 42 days of age, determining average weight, weight gain, feed intake
and feed conversion. At 42 days, 100 birds were slaughtered (10 birds per treatment) for carcass
and cuts yield. Statistical analysis was performed according to the rearing stage, using analysis
of variance (ANOVA), and polynomial regression was performed from 1 to 42 days of age. The
birds treated with 12,000 UP/kg in diets with reduced indigestible fraction of AA, in the pre-
initial phase, showed a better average weight gain, and the protease supplementation provided
similar performance results to birds fed diets with adequate levels. In the total period, a
quadratic effect on feed conversion was observed, with enzyme pmin = 6243 PU/kg. Regarding
carcass yield and cuts, there were no statistical differences between treatments. Protease
enzyme supplementation in diets with reduced nutritional levels is efficient in improving broiler
performance.

Keywords: Digestibility, Enzymes, Metabolism, Growth.
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1. INTRODUCAO

Com o objetivo de melhorar o aproveitamento dos nutrientes ingeridos, e
consequentemente o desempenho das aves, estudos apontam a importancia da utilizagdo de
enzimas proteases exdgenas nas ragdes[ 1-3].

A inclusdo de aminoacidos (AA) industriais, com base no conceito de proteina
ideal, e enzimas exdgenas (como proteases) sdo ferramentas comuns utilizadas para reduzir o
conteudo de proteina bruta (PB) das ra¢des, diminuindo, consequentemente, a inclusao de farelo
de soja. Racdes contendo menos farelo de soja e com niveis reduzidos de PB requerem uma
maior variedade de AA industriais, necessaria para ndo comprometer o desempenho. Portanto,
os AA industriais sdo usados para suprir as exigéncias de AA, e as proteases exogenas sao
usadas para melhorar a utilizacao de proteina da ragao[4].

De acordo com Wang et al.[5], as proteases sao recomendadas para a suplementagdo
dietética de frangos de corte, pois melhoram o desempenho e rendimento de carcaga, sendo seus
efeitos mais pronunciados quando as ra¢des sao formuladas com baixos niveis de aminoéacidos
essenciais ou de proteina total, de forma a minimizar as excre¢des de nitrogénio. Isso pode se
explicado porque a inclusdo de enzimas exogenas reduz a sintese das endogenas e em
conseqiiéncia disso o organismo teria a disposi¢do maior quantidade de aminoacidos para a
sintese proteica.

Dessa forma, a inclusdo de proteases exdgenas permite que se realize a formulagao
de ragdes com teores proteicos reduzidos, devida a liberagao de nitrogénio proporcionada pela
acdo enzimatica[6]. Law et al.[7], ao avaliarem os efeitos da suplementacdo de protease em
racdes com baixo teor proteico e de energia no desempenho e crescimento de frangos de corte
sob estresse térmico, demostraram que a suplementacdo de protease, particularmente em ragdes
reduzidas de energia metabolizavel (EM) ou PB nao afetou o desempenho de crescimento de
frangos de corte, tornando-se uma estratégia nutricional potencial para a industria avicola poder
minimizar os efeitos adversos da diminuicdo da densidade de nutrientes e potencialmente
reduzir os custos.

Visto que a idade da ave, pode afetar a disponibilidade dos nutrientes pela acao das
enzimas, ¢ a importancia da avaliacdo de diferentes niveis de suplementagdao da enzima, com
intuito de promover melhor predibilidade do efeito da enzima no organismo, de acordo com o
tipo de alimento utilizado, objetivou-se com esse trabalho definir o melhor nivel de

suplementagdo da enzima protease para frangos de corte de um a 42 dias de idade, alimentados
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com reducdo da fragdo indigestivel de AA, em ragdes a base de milho e farelo de soja, conforme

o desempenho e o rendimento de carcaga.

2. MATERIAL E METODOS
O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais/CEUA

da Universidade Federal de Goids (UFG), conforme o protocolo registro de n°® 012/19.

2.1. Instalacdes, Aves e Manejo

O experimento foi conduzido no Aviario Escola da Universidade Federal de Goias,
em Goiania, Goids, no periodo de 02 de outubro a 13 de novembro de 2019. Foram alojados
1.500 pintos de corte machos, com peso médio de48,28 g, com um dia de idade, da linhagem
Cobb-500®, provenientes do incubatdrio comercial da empresa avicola Abatedouro Sao
Salvador Alimentos S/A (Super Frango) de Itaberai, Goias.

As aves foram alojadas em 100 boxes experimentais (1,0m x 1,5m) de tubos de
PVC e telados, montados na area central do galpao de alvenaria com 125m C x 12m L (1.500
m?), do tipo pressdo negativa com sete exaustores, sistema de nebuliza¢io e entrada de ar com
placa evaporativa. As muretas laterais de alvenaria de 0,40m e tela de arame de 2,80m de altura,
pé direito de 4,20 m e orientacdo leste-oeste.

Cada boxe foi equipado com comedouros tubulares infantis na primeira semana de
idade que foram substituidos por comedouros tubulares apos a primeira semana de idade, e
bebedouros nipple. Durante todo o periodo experimental, as aves receberam ragdo e agua ad
libitum, e foram criadas, seguindo as recomendag¢des de iluminacdo, temperatura, umidade e
manejo de acordo com o Guia de Manejo da Cobb[8]. A Temperatura méxima e minima e a
umidade relativa foram aferidas diariamente (Grafico 1).

As aves foram alojadas em cama reutilizada (segunda utilizacao) de casca de arroz.
Vacinadas no incubatorio contra a doenga de Marek, ¢ aos 14 dias de idade foram vacinadas

contra a doenca de Gumboro, via 4gua de bebida.
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Gréfico 2. Temperatura minima e méaxima e umidade relativa no periodo de 1 a 42 dias

2.2. Delineamento e Tratamentos Experimentais

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado (DIC) com 10
tratamentos ¢ 10 repeticdes de 15 aves, totalizando 100 parcelas experimentais e 1.500 aves.
Os tratamentos utilizados estdo apresentados na Tabela 1. Foram utilizadas 10 ragdes no
formato de um programa alimentar conforme a fase de criacdo. Foram testados trés niveis de
inclusdo da enzima protease: 4.000 unidades de protease UP/kg, 8.000 unidades de protease
UP/kg e 12.000 unidade de protease UP/kg, e foi analisado a sua inclusdo dividida em duas
fases (1-21 dias de idade) e (22-42 dias de idade), afim de analisar o efeito da inclusdo da
protease em cada fase, e analisar o seu efeito acumulado na fase total; também foi realizado um
tratamento com redug@o do nivel de 4.000 na fase inicial UP/kg para 8.000 UP/kg na fase de
crescimento/final.

Para a fase inicial (1- 21 dias de idade), foram considerados os seguintes
tratamentos: T1- ragdo basal (média das ragdes 1 a 5); T2 - (ragao 6); T3 - (ragdo 7); T4 - (ragdes
8 e 9)e TS5 (ragao 10).

Para a fase de crescimento e final (22-42 d), foram analisados os seguintes
tratamentos que receberam a racdo basal na fase de 1 a 21 dias, considerando: T1- (ragdo 1); T2
- (ragdo 2); T3 - (ragdo 3); T4 - (racdo 4) e TS - (ragdo 5). Para o periodo total (1 a 42 dias),

foram consideradas todas as 10 ragoes (dieta 1 a 10).
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Tabela 1 - Tratamentos experimentais compostos de ragdes suplementadas ou ndo com a
enzima protease, com ou sem reducao de proteina bruta (PB)

Dietas 1 a 21 dias 22 a 42 dias
1 Racao basal Racgao basal
2 Racgao basal Racao reduzida
3 Ragao basal Racao Baixa PB + 4.000 PROT/kg
4 Racéo basal Rag¢ao Baixa PB + 8.000 PROT/kg
5 Racdo basal Rac¢do Baixa PB+ 12.000 PROT/kg
6 Racao reduzida Racao reduzida
7 Racao reduzida+ 4.000 PROT/kg Racao reduzida+ 4.000 PROT/kg
8 Racao reduzida+ 8.000 PROT/kg Racao reduzida+ 4.000 PROT/kg
9 Ragao reduzida+ 8.000 PROT/kg Ragao reduzida+ 8.000 PROT/kg
10 Racdo reduzida+ 12.000 PROT/kg Ragao reduzida+ 12.000 PROT/kg

As aves receberam as ragdes divididas em trés fases de criagdo: inicial (1-21 dias
de idade), crescimento (22-33 dias de idade) e final (34-42 dias de idade). As ragdes basais
(RB) foram formuladas a base de milho e farelo de soja de acordo com as recomendagdes de
Rostagno et al.[9], o milho e o farelo de soja foram previamente analisados e suas composigdes
nutricionais utilizadas para os calculos das ragdes. Para o calculo das ragdes com reducao da
PB, foi calculado a fracdo nao digerida, pela diferenca do AA total e 0 AA digestivel da dieta
basal, em seguida, atribuido 70% de melhoria da matriz dessa fragdo ndo digestivel. As ragoes
experimentais estdo apresentadas na Tabela 2.

Para o preparo das ragdes reduzidas (RR), os niveis dietéticos dos aminoacidos,
foram reduzidos por meio de menor inclusdo de farelo de soja, o que permitiu a maior inclusao
do milho (ingrediente energético), diminuindo a quantidade de 6leo adicionada na ragao.

A redugdo proposta correspondeu aos niveis de PB ¢ AA disponibilizados pela
matriz nutricional da protease. A protease utilizada neste estudo foi a Axtra® PRO 301 TPT
(Danisco Animal Nutrition, Reino Unido), produzida por fermentagcdo seca por Bacillus
subtilis, sulfato de sddio, alcool polivinilico (PVA), silicato de magnésio hidratado e amido,

com atividade minima garantida de subtilisina (protease) (EC3.4.21.62) 80.000 U g-1.
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Tabela 2 - Ingredientes e composi¢ao nutricional calculada das ragdes basais (RB) e reduzidas
(RR) para as fases inicial (1 a 22 dias), crescimento (23 a 33 dias) e final (34 a 42 dias)

Fases
Ingredientes (%) Inicial Crescimento Final

BR RR’® RB* RR’ RB* RR’
Milho 55,82 59,73 57,31 61,57 62,07 65,76
Farelo de soja (45%) 37,80 34,56 35,35 31,80 31,52 28,46
Oleo de soja 2,87 2,23 4,38 3,66 4,09 3,47
Fosfato bicalcico 0,73 0,76 0,43 0,45 0,21 0,24
Calcario 1,04 1,04 1,00 1,00 0,91 0,91
Sal 0,49 0,49 0,46 0,46 0,44 0,44
DL-Metionina 0,44 0,42 0,39 0,38 0,37 0,36
L-Lisina HCL 0,44 0,14 0,08 0,10 0,11 0,12
L-Treonina 0,13 0,11 0,10 0,08 0,10 0,08
L-Valina 0,13 0,07 0,06 0,05 0,07 0,05
L-Triptofano 0,02 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03
Premix vitaminico'/mineral? 0,40 0,40 0,40 0,40 0,05 0,05
Porcdo variavel® 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composicdo nutricional
Energia Metabolizavel (kcal’kg) 3.030 3.030 3.150 3.150 3.200 3.200

Proteina bruta (%) 20,92 21,07 19,80 19,80 18,42 18,51
Calcio (%) 0,86 0,86 0,76 0,76 0,66 0,66
Fosforo disponivel (%) 0,41 0,41 0,35 0,35 0,31 0,31
Potéssio (%) 0,85 0,81 0,81 0,76 0,76 0,71
Sédio (%) 0,21 0,21 0,20 0,20 0,20 0,20
Cloro (%) 0,34 0,34 0,32 0,33 0,32 0,32
Acido linoléico (%) 2,95 2,65 3,77 3,43 3,67 3,38
Met digestivel (%) 0,69 0,68 0,64 0,63 0,60 0,59
Met total (%) 0,72 0,68 0,66 0,63 0,62 0,59
Met+cist digestivel (%) 0,89 0,89 0,83 0,83 0,77 0,77
Met+cist total (%) 0,95 0,91 0,88 0,84 0,83 0,79
Treonina digestivel (%) 0,81 0,81 0,74 0,74 0,69 0,69
Treonina total (%) 0,90 0,83 0,83 0,76 0,77 0,71
Lisina digestivel (%) 1,34 1,26 1,13 1,13 1,06 1,06
Lisina total (%) 1,34 1,26 1,23 1,15 1,15 1,08
Triptofano digestivel (%) 0,21 0,21 0,20 0,20 0,19 0,19
Triptofano total (%) 0,23 0,22 0,22 0,21 0,21 0,19
Arginina digestivel (%) 1,40 1,36 1,32 1,28 1,21 1,18
Arginina total (%) 1,48 1,38 1,40 1,29 1,29 1,20
Valina digestivel (%) 0,95 0,95 0,88 0,88 0,83 0,83
Valina total (%) 1,06 0,98 0,98 0,91 0,92 0,85

"Premix vitaminico (composi¢do por kg do produto): pré-inicial e inicial (vitamina A 20.000.000,00 UI; vitamina D3
5.000.000,00 UI; vitamina E 50.000,00 UI; vitamina K3 4.000,00 mg; vitamina B1 5.000,00 mg; vitamina B2 13.000,00 mg;
vitamina B6 7.000,00 mg; vitamina B12 36,00 mg; niacina 84.000,00 mg; pantotenato 30.000,00 mg; acido folico 2.400,00
mg; biotina 160,00 mg; selénio 600,00 mg); crescimento e final (vitamina A 16.000.000,00 UL; vitamina D3 3.800.000,00 UT;
vitamina E 40.000,00 UI; vitamina K3 3.600,00 mg; vitamina B1 3.600,00 mg; vitamina B2 11.000,00 mg; vitamina B6
5.200,00 mg; vitamina B12 30,00 mg; niacina 70.000,00 mg; pantotenato 26.000,00 mg; acido félico 1.800,00 mg; biotina
100,00 mg; selénio 600,00 mg).

premix mineral (composigdo por kg do produto): cobre 16,25 g; ferro 100,00 g; iodo 2.000,00 g; manganés 150,00 g; zinco
125,00 g. *Porgdo variavel: composta de amido ou enzima protease: Ragdo basal. SRR: ragdo com redugio da fragdo indigestivel
dos aminoacidos.
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2.3. Variaveis Avaliadas

Foram avaliadas as variaveis de desempenho acumulado (consumo de ragao, peso
médio, viabilidade e conversdo alimentar) aos sete, 21 e 42 dias de idade. Para isso foi
conduzida a pesagem dos frangos e das ragdes, semanalmente, e registrado o nimero e peso
dos frangos mortos diariamente.

O consumo médio de racao foi obtido pela diferenca de peso da racao oferecida e a
sobra resultante de cada periodo, dividido pelo numero médio de frangos no periodo. O peso
vivo médio foi determinado por meio da pesagem dos frangos vivos de cada boxe ao longo do
experimento. Para conversdo alimentar foi considerado o peso dos frangos mortos, acrescendo
ao peso vivo e ainda reduzindo deste total o peso dos pintos de um dia ao serem alojados[10].
A viabilidade foi calculada como porcentagem dos frangos sobreviventes em relagdo ao nimero
inicial de alojados.

Aos 42 dias de idade, um frango de cada repeticao (totalizando 10 frangos por
tratamento) representando o peso médio da repeti¢do, dentro de um intervalo de variacdo de
+5%, foi pesado e identificado com lacre, permanecendo em um periodo de jejum de alimento
por aproximadamente seis horas, recebendo apenas dieta hidrica, para avaliagdao do rendimento
de carcaca e cortes.

Apods o periodo de jejum, os frangos foram pesados e realizou-se o abate
(atordoamento, sangria, escalda, depenagem e evisceracdao), sendo as mesmos retirados da
linha, pesados novamente para realizagao do calculo do rendimento de carcaca (RC) (sem pés,
cabeca e pescoco), sendo: RC (%) = peso carcaga (g) *100/peso vivo (g); e cortes/rendimento
de partes (RP) (peito, coxas + sobrecoxas e asas) em funcao do peso da carcaga: RP (%) = peso
da parte (g) *100/ peso carcaga (g).

A gordura abdominal foi retirada na evisceragdo e pesada individualmente em
balanga analitica e calculados o peso relativo (peso do 6rgao/peso do frango x 100) dado em

g/100g de peso vivo.

2.4. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada conforme a fase de criagcdo. Para a fase inicial,
foram considerados os seguintes tratamentos: tratamento 1- racdao basal (média das racdes 1 a
5); tratamento 2 - racdo com reducao de 70% da fracdo indigestivel dos aminoécidos (dieta 6);
tratamento 3 - ragdo com redu¢do de 70% da fracdo indigestivel dos amino4cidos com 4.000

UP/kg (dieta 7); tratamento 4 - racdo com reducdo de 70% da fracdo indigestivel dos
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aminoacidos com 8.000 UP/kg (dietas 8 e 9); e tratamento 5 - ragdo com redugdo de 70% da
fracdo indigestivel dos aminoacidos com 12.000 UP/kg (dieta 10).

Foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para compara¢do das médias
usando-se o programa estatistico R[11] version 3.2.3.

Para a fase de crescimento, foram analisados os seguintes tratamentos que
receberam a ragao basal na fase de 1 a 21 dias, considerando: tratamento 1- ragdo basal (dieta
1); tratamento 2 - racdo com reducao de 70% da fracdo indigestivel dos aminodacidos (dieta 2);
tratamento 3 - ragdo com reducao de 70% da fracdo indigestivel dos aminoacidos + 4.000 UP/kg
de 22 a 42 dias (ragdo 3); tratamento 4 - ragdo com redugao de 70% da fragdo indigestivel dos
aminodacidos + 8.000 UP/kg de 22 a 42 dias (dieta 4); e tratamento 5 - racdo com reducao de
70% da fracdo indigestivel dos aminoécidos + 12.000 UP/kg de 22 a 42 dias (dieta 5);

Foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para comparagao das médias
usando-se o programa estatistico R[11] version 3.2.3.

Para o periodo total (1 a 42 dias), foram consideradas todas as 10 ra¢cdes no formato
de um programa alimentar e foi utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade para
comparagdo das médias. A andlise de regressao polinomial foi realizada em duas etapas,
usando-se o programa estatistico R[11] version 3.2.3.

Na primeira etapa, considerou-se o efeito dados de desempenho para as fases de
crescimento ¢ final (22 a 42 dias): tratamento 1 - ragdo com reducdo de 70% da fracdo
indigestivel dos aminoacidos (ra¢ao2); tratamento 2 - racdo com redugdo de 70% da fracao
indigestivel dos aminodcidos + 4.000 UP/kg (racdo 3); tratamento 3 - ragdo com reducdo de
70% da fragdo indigestivel dos aminoacidos + 8.000 UP/kg (ragdo 4); e tratamento 4 - ra¢ao
com reducdo de 70% da fracdo indigestivel dos aminoacidos + 12.000 UP/kg (ragdo 5).

Na segunda etapa, considerou-se o efeito de regressao para os dados de desempenho
para a fase total (1 a 42 dias): tratamento 1 - racdo com reducao de 70% da fragao indigestivel
dos aminoacidos (racao 6); tratamento 2 - ragdo com reducao de 70% da fragao indigestivel dos
aminodacidos + 4.000 UP/kg (ragdo 7); tratamento 3 - ragdo com reducdo de 70% da fragdo
indigestivel dos aminoacidos + 8.000 UP/kg (ragdo 9); e tratamento 4 - racdo com redugao de

70% da fracdo indigestivel dos aminoacidos + 12.000 UP/kg (racdo 10).
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3. RESULTADOS
3.1. Desempenho

Os resultados de desempenho na fase pré-inicial (1-7 dias de idade) mostraram
diferencas (P<0,05) para peso médio final (PMF) e ganho de peso médio (GPM), a ragdo basal
apresentou o maior PMF somente quando comparado ao tratamento com 4.000 UP/kg. O
tratamento com 12.000 UP/kg de protease e a ragcdo basal apresentaram o maior GPM quando

comparados com o tratamento com 4.000 UP/kg (Tabela 3).

Tabela 3 - Peso médio inicial (PMI), peso médio final (PMF), ganho de peso médio (GPM),
consumo de racao médio (CRM), conversdao alimentar (CA) e viabilidade de
frangos de corte (VIAB.), alimentados com rag¢des suplementadas com enzima
protease, no periodo de 1 a 7 dias de idade

Tratamentos PMF GPM CRM CA VIAB.
(€9) (€9) (€9) (g/g) (%)
RB! 175,8° 127,6 169,4 1,33 100
RR? 173,3ab 124,7ab 171,7 1,38 100
RR+4.000 UP/kg? 170,9b 122,6b 170,2 1,40 100
RR+8.000 UP/kg* 171,2ab 123,1ab 165,5 1,35 100
RR+12.000 UP/kg®  173,9ab 127,6a 173,1 1,38 100
p-valor 0,021 0,014 0,813 0,683 -
CV (%)° 3,33 4,52 10,53 11,99 -

'RB: ragdes T1, T2, T3, T4 e T5; 2RR: racdo T6; *RR+4.000 UP/kg: ragdo T7; “RR+8.000 UP/kg: ra¢des T8 e T9;
SRR+12.000 UP/kg: ragio T10; °CV: coeficiente de variagio. Médias seguidas de letras diferentes na coluna
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).

Na avaliagcdo do desempenho de um a 21 dias de idade (Tabela 4), os frangos que
receberam a ragdo basal apresentaram maior PMF quando comparados aos frangos que
receberam o tratamento RR+8.000 UP/kg. Os frangos que receberam a racdo basal
apresentaram maior GPM quando comparados aos frangsos que receberam o tratamento
RR+4.000 UP/kg ou 8.000 UP/kg. Com relagdo CRM, os frangos que receberam o tratamento

RR+8.000 UP/kg apresentaram menor consumo quando comparados aos frangos que receberam

a RB, no entanto ndo houve diferenca para a CAc (p>0,05).

Tabela 4 - Peso médio final (PMF), ganho de peso médio (GPM), consumo de racdo médio
(CRM), conversdo alimentar corrigida pela mortalidade (CAc) e viabilidade de
frangos de corte (VIAB.), alimentados com ragdes suplementadas com enzima
protease, no periodo de 1 a 21 dias de idade

PMF GPM CRM CAc VIAB.

(2) (2) (2) (kg/kg) (%)
RB! 985,00a 937,00a 1303b 1,39 99,7

Tratamentos
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RR? 958,00ab 910,00ab 1286ab 1,41 100,0
RR+4.000 UP/kg’ 953,00ab 905,00b 1309ab 1,43 100,0
RR+8.000 UP/kg* 944,00b 895,00b 1263* 1,41 99,7
RR+12.000 UP/kg’ 966,00ab 918,00ab 1287ab 1,40 100,0
p-valor <0,001 <0,001 0,053 0,477 0,857
CV (%)° 3,06 3,21 3,88 4,01 1,16

'RB: ragdes T1, T2, T3, T4 ¢ T5; 2RR: ragio T6; *RR+4.000 UP/kg: ragio T7; “RR+8.000 UP/kg: ragdes T8 ¢ T9;
SRR+12.000 UP/kg: ragdo T10; °CV: coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).

Os resultados na fase de 22 a 42 dias de idade mostraram que o uso de diferentes

niveis de protease na ragdo ndo influenciou (p>0,05) o desempenho de frangos quando

comparados as ra¢des sem suplementagao da enzima protease (Tabela 5).

Tabela 5 - Peso médio final (PMF), ganho de peso médio (GPM), consumo de racdo médio
(CRM), conversao alimentar corrigida pela mortalidade (CAc) e viabilidade de
frangos de corte (VIAB.), alimentados com ragdes suplementadas com enzima
protease, no periodo de 22 a 42 dias de idade

Tratamentos PMF GPM CRM CAc VIAB.
(8 (8) (8 (%)
RB! 3,29 2,29 3,64 1,58 97,3
RR? 3,22 2,23 3,61 1,61 97,3
RR+4.000 UP/kg’ 3,20 2,22 3,65 1,61 97,3
RR+8.000 UP/kg* 3,28 2,29 3,68 1,60 98,0
RR+12.000 UP/kg’ 3,18 2,21 3,65 1,62 98,0
p-valor 0,066 0,108 0,920 0,295 0,9887
CV (%)° 2,86 4,01 4,65 2,86 4,25

'RB: ragdes T1, T2, T3, T4 e T5; 2RR: ragio T6; *RR+4.000 UP/kg: racio T7; “RR+8.000 UP/kg: ragdes T8 e T9;
SRR+12.000 UP/kg: racdo T10; SCV: coeficiente de variagdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (P<0,05).

No periodo total de 1-42 dias de idade (Tabela 6), os resultados mostraram que o
uso da enzima protease na racao ndo influenciou o desempenho de frangos quando comparados

a racao basal e a racdo com reducao da fragao indigestivel dos aminoacidos (p>0,05).

Tabela 6 - Peso médio final (PMF), ganho de peso médio (GPM), consumo de ragdo médio
(CRM), conversao alimentar corrigida pela mortalidade (CAc) e viabilidade de
frangos de corte (VIAB.), alimentados com rag¢des suplementadas com enzima
protease, no periodo de 1 a 42 dias de idade

PMF GPM CRM VIAB.
Tratamentos CAc
(kg) (kg) (kg) (%)
T1! 3,29 3,24 491 1,53 96,7
T2? 3,22 3,17 4,94 1,55 97,3

T3* 3,20 3,15 4,95 1,56 97,3
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T4* 3,28 3,23 4,95 1,52 98,0
T5® 3,20 3,15 4,95 1,55 97,3
T6° 3,20 3,16 4,97 1,56 96,0
T7’ 3,21 3,16 4,87 1,54 98,7
T9® 3,18 3,14 4,86 1,53 96,7
T10° 3,26 3,21 5,06 1,56 97,3
p-valor 0,204 0,211 0,403 0,18 0,938
CV (%)" 2,98 3,03 3,49 2,34 43
Regressdo 1!!
Valor de P
Linear 0,8255 0,8307 0,8900 0,4172 0,9142
Quadratica 0,3060 0,3096 0,9221 0,2379 0,8097
CV 2,61 2,65 3,67 2,38 4,22
Regressdo 22
Valor de P
Linear 0,3231 0,3230 0,2518 0,7996 0,7021
Quadratica 0,2711 0,2755 0,0052 0,0754 0,3943
CV (%)"° 2,99 3,04 3,11 2,32 3,78

IT1: RB; 2T2: 1 a 21 dias - RB, 22 a 42 dias - RR, 3T3: 1 a 21 dias - RB, 22 a 42 dias RR+4.000 UP/kg, “T4: 1 a
21 dias RB, 22 a 42 dias RR+8.000 UP/kg; 5T5: 1 a 21 dias RB, 22 a 42 dias RR+12.000 UP/kg; °T6: RR; "T7:
RR+4.000 UP/kg; 8T9: RR+8.000 UP/kg; °T10: RR+12.000 UP/kg; '°CV: coeficiente de variacdo; ''Regressdo
1: entre os tratamentos T2 ao T5; '*Regressdo 2: entre os tratamentos T6, T7, T9 e T10; Médias seguidas de letras
diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey 5% (P<0,05). ns: regressdo ndo significativa (p>0,1).
Y'=4,577.107° x> —4,848.10° x + 4,975; R?= 0,9759; Pmin=5.296. Y>=6,556.10"'" x> — 8,186.10°° x + 1,560; R?>=
0,9653; Pmin= 6.243,1.

Na analise de regressao 1 (entre os tratamentos T2 e T5) ndo foi observado efeitos
sigficativos dos tratamentos (p>0,01). No entanto, na andlise de regressdo 2, entre os frangos
que receberam as ragdes com reducdo da fragao indigestivel dos aminoacidos com ou sem a
inclusdo de protease desde a fase inicial de criagao, observou-se efeito quadratico (p<0,01) para
consumo de racdo médio (Figura 4) e conversdo alimentar corrigida pela mortalidade (Figura

5), com Pmin da enzima = 5.296 para o CRM, e Pmin da enzima = 6.243,1 para a CAc.

y =4,577.10-9 x2 — 4,848.10-5 x + 4,975
CRM (1 - 42 dias) R? =0,9759 (Pmin= 5296)
5,1

5,05

4,95

CRM (Kg)

4,9
4,85

4,8
0 4000 8000 12000

NiVEIS



47

FIGURA 4 — Efeito quadratico para consumo médio de ra¢do de frangos de corte alimentados
com diferentes niveis de protease de 1 a 42 dias
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1,565
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1,555
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FIGURA 5 — Efeito quadratico para conversdo alimentar corrigida de frangos de corte
alimentados com diferentes niveis de protease de 1 a 42 dias

3.2. Rendimento de Carcaca e Cortes

Nao foram encontradas diferencas significativas entre os tratamentos para peso vivo

(PV), rendimento de carcaca (RC), rendimento de filé de peito (RP), rendimento de coxa +

sobrecoxa (RC+S), rendimento de asas (RA), e gordura abdominal (GA) aos 42 dias de idade

(Tabe

la 7).

Tabela 7 - Peso vivo (PV), rendimento de carcaga (RC), rendimento de fil¢ de peito (RP),
rendimento de coxa + sobrecoxa (RC+S), rendimento de asas (RA), rendimento de
dorso (RD) e gordura abdominal (GA) de frangos de corte aos 42 dias de idade,
alimentados com racdes suplementadas com enzima protease

Tratamento PV (kg) RC (%) RP (%) RC+S (%) RA (%) GA (%)
T1! 3,30 71,58 23,71 23,31 8,56 0,91
T2? 3,25 71,81 24,06 23,23 8,42 1,06
T3? 3,19 72,76 23,89 23,01 8,70 1,04
T4* 3,28 71,54 23,80 23,01 8,43 0,97
T5° 3,19 70,87 23,13 22,82 8,52 1,03
T6S 3,18 72,04 24,58 23,14 8,34 0,99
T7’ 3,22 72,12 24,46 23,27 8,52 1,04
T8® 3,26 71,97 24,19 22,96 8,31 1,02
T9° 3,17 71,12 23,47 22,94 8,45 0,97
T10" 3,29 71,31 24,27 23,08 8,21 1,07
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p-valor 0,06 0,84 0,58 1,00 0,44 0,97
Cv (%) 3,43 3,15 6,47 5,53 5,04 28,04

IT1: RB; ?T2: 1 a 21 dias - RB, 22 a 42 dias - RR, 3T3: 1 a 21 dias - RB, 22 a 42 dias RR+4.000 UP/kg, “T4: 1 a
21 dias RB, 22 a 42 dias RR+8.000 UP/kg; °T5: 1 a 21 dias RB, 22 a 42 dias RR+12.000 UP/kg; °T6: RR; "T7:
RR+4.000 UP/kg; 8T8: RR+8.000 UP/kg ; °T9: RR+8.000 UP/kg; '°T10: RR+12.000 UP/kg; ''CV: coeficiente
de variacdo. Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey 5% (P<0,05).

4. DISCUSSAO

Os tratamentos com diferentes niveis de suplementacao de protease mostraram que,
embora o peso médio inicial e a viabilidade ndo apresentassem diferengas significativas entre
o0s grupos, o grupo com 4.000 UP/kg teve o menor peso final e ganho de peso médio, indicando
um desempenho inferior. Nao houve diferen¢as no consumo de ra¢do e na conversdo alimentar,
mas o grupo com 4.000 UP/kg teve a melhor conversao alimentar (1,40 g/g). Os resultados
sugerem que o nivel de 4.000 UP/kg ndo foi eficaz para melhorar o desempenho, enquanto os
outros niveis de protease, como o de 12.000 UP/kg, mostraram melhores resultados no ganho
de peso, sem afetar a viabilidade das aves.

Além disso, a idade pode afetar a disponibilidade dos nutrientes, pela acdo da
protease, sendo que na fase pré-inicial a adicdo da enzima pode promover um melhor
aproveitamento dos nutrientes, uma vez que o trato digestério ainda € imaturo e com producao
de enzimas enddgenas insuficientes[12].

Resultados semelhantes para desempenho foram observados por Aderibigbe et
al.[13] que ao avalariarem o desempenho de frangos alimentados com ragdes contendo inibidor
de tripsina de soja purificado e suplementadas com uma protease monocomponente,
demonstraram que a suplementacdo das ragdes com protease exdgena resultou em aumento no
ganho de peso corporal de um a sete dias de idade.

Park et al.[14], também apresentaram resultados semelhantes, a suplementacao de
protease em ragdes para frangos aumentou significativamente o peso corporal de um a 18 dias
de idade.

Resultados diferentes foram encontrados por Cowieson et al.[15], que avaliaram o
desempenho de frangos alimentados com ragdes a base de milho, farelo de soja e farelo de
canola, suplementadas com protease, e ndo encontraram diferengas de um a sete dias de idade
no ganho de peso. Kalmendal e Tauson[16], testaram dietas a base de milho e farelo de soja
suplementadas com protease e xilanase para frangos de corte, e também ndo encontraram

diferencas estatisticas de um a sete dias de idade no ganho de peso.
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Na fase inicial (1-21 dias de idade), frangos que receberam ragdo com reducao da
proteina + 8.000 UP/kg apresentaram um menor consumo de ragdo em relagdo aos frangos que
receberam a ragdo basal, o que resultou em menor ganho de peso e peso médio. O menor
consumo de ragdo pode ser atribuido ao aumento na digestdo da proteina e a maior
disponibilidade de aminoacidos pela inclusdo de protease[17].

Carvalho et al.[18], demonstraram resultados diferentes, frangos que receberam
protease apresentaram menor consumo de racao e também melhor conversdao alimentar em
relacdo aos que ndo receberam a enzima. A enzima protease propiciou o incremento energético
e proteico esperado, fazendo com que os frangos consumissem menos ragao.

Existem ainda os fatores secundarios, os quais podem afetar o consumo de racdo e
a quantidade de nutrientes ingeridos, o que pode favorecer ou nao a agao da enzima, sendo eles:
estado sanitario das aves, balango eletrolitico, temperatura ambiental, manejo, forma fisica e
processamento térmico das ragdes|[19], o que pode ter interferido nos resultados obtidos na fase
inicial de 1-21 dias.

O desempenho dos frangos de corte depende drasticamente da ingestao e absor¢ao
de proteinas e AA. Ragdes com altos niveis de AA podem melhorar a eficiéncia alimentar,
aumentando o ganho de peso e o rendimento de carcaga, por meio de uma sintese otimizada de
proteina no musculo[20,21]. Por outro lado, um fornecimento inadequado de AA limitard o
crescimento das aves[22,23]. Nesse sentindo a utilizacdo de enzima protease, ajuda na quebra
e melhor aproveitamento, havendo melhores resultados no ganho de peso.

Jabbar et al.[24], demostraram que para frangos alimentados com racao com nivel
de PB padrio, a adi¢do da protease melhorou a conversdo alimentar e o peso; e para frangos
alimentados com niveis reduzidos de PB, a suplementacao da protease ndo pode compensar os
efeitos prejudiciais pela reducao da PB da ragao no desempenho na fase inicial.

Os frangos que receberam a suplementa¢do da enzima protease na ragao na fase de
crescimento, ndo apresentaram melhorias nas varidveis de desempenho avaliadas. A
suplementagdo com diferentes niveis de protease em ragcdes com baixo teor de PB nao foi capaz
de aumentar a digestibilidade e o incremento do valor nutricional da ragao, nao restaurando os
valores padrao da PB, afetando, portanto, o desempenho dos frangos na fase de crescimento.

Em concordancia com esse resultado, Law et al.[25], ndo observaram efeitos
significativos da suplementacdo de protease em racdes de baixa proteina/energia no
desempenho de frangos de corte na fase de crescimento. Resultados diferentes foram

encontrados por Oliveira[26], que observou efeito benéfico do uso da protease exogena
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monocomponente em racdes com reducdes nutricionais, sobre os pardmetros de desempenho
de frangos.

No periodo total de 1-42 dias de idade, os resultados mostraram que o uso da
enzima protease na ragdo nao influenciou o desempenho de frangos quando comparados a racao
basal e a ragdo com redugdo da fracdo indigestivel dos aminoacidos. Do mesmo modo,
Queiroz[27], estudando os efeitos de niveis crescentes de protease sobre o desempenho no
periodo de 1 a 42 dias de idade, nao encontrou efeitos significativos no periodo acumulado.

Porém foi observado efeito quadratico para consumo de racdo e conversiao
alimentar para os frangos que receberam a enzima protease no periodo total (1-42 dias de idade),
com menor consumo de ra¢do e conversao alimentar para os nives de 5.296, de 6.243,1 UP/kg,
respectivamente. Outros estudos também relataram auséncia de efeito positivo de protease
exogena sobre o ganho de peso de frangos de corte, embora a CA tenha sido melhorada[20-30].

A inclusdo ou auséncia de protease exogena nao exerceram efeitos sobre o
rendimento da carcaga ou cortes nem sobre percentual de gordura abdominal. Estes resultados
estdo de acordo com Dessimoni et al.[21], que ao utilizarem rag¢des com redugdo do teor de
aminoacidos digestiveis, suplementadas com protease, ndo relataram diferenca entre o
tratamento com protease e o tratamento controle.

Queiroz et al.[27], tambem ndo observaram alteragdes significativas no rendimento
de carcaca e de cortes, em nenhum dos niveis de inclusdo da enzima protease. Os resultados
encontrados por Rada et al.[30], diferiram dos encontrados nessa pesquisa, sendo que a
suplementagdo da protease afetou positivamente as partes da carne de frangos de corte.

Como a protease pode aumentar a digestibilidade ileal de AA[31], eram esperados
resultados positivos para as variaveis de carcacga avaliadas, assim como para as variaveis de
desempenho.

Tipicamente, o conteudo dietético de PB e AA influencia o rendimento e
composicao da carcaca de frangos de corte. Como visto em trabalhos anteriores, o fornecimento
de maiores quantidades de PB e AA aumenta o rendimento de carne magra e reduz a deposic¢ao
de gordura[32,33].

Dados discrepantes dos efeitos da utilizagdo de protease em ragdes para frangos
sobre as varidveis de desempenho sdo encontrados na literatura, € podem ocorrer devido a
variagdes encontradas nos estudos, como por exemplo pelo estado de satide animal, pela
composicdo das racdes, condicdes ambientais, efeitos dos niveis utilizados, matrizes

nutricionais atribuidas as enzimas, o uso de proteases distintas, utilizacdo de forma isolada ou
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associada com outras enzimas, composi¢ao e quantidade de substratos nas formulagdes e tipo
de delineamento experimental adotado.

Esses fatores podem explicar parcialmente as variagdes encontradas em resultados
de pesquisas com proteases, onde uma parte desses trabalhos demonstram efeitos benéficos
com o uso de protease (Wang[34], Angel et al.[35] e Dessimoni[36]), e outra parte relata a
ineficiéncia da enzima em promover melhorias nos indices zootécnicos (Oliveira[26],
Fisher[37], Freitas et al.[29], Messias[38] e cancelli[12]).

Ressalva-se que a vantagem obtida com relagdo ao uso da enzima protease ¢ a
reducdo do custo com a utilizagdo de uma ragdo com niveis de proteina bruta reduzidos, sem

comprometer o desempenho final dos frangos de corte.

5. CONCLUSAO
A suplementacdo de 12.000 UP/kg de protease na fase pré-inicial melhorou o ganho de
peso médio, enquanto 6.243 UP/kg foi o nivel ideal para melhorar a conversao alimentar no

periodo total.
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CAPITULO 3 - EFEITO DOS NIVEIS DE PROTEASE NO CONTEUDO DE
AMINOACIDOS DIGESTIVEIS DO MILHO E DO FARELO DE
SOJA EM RACOES INICIAIS PARA FRANGOS DE CORTE

RESUMO

Dois experimentos foram conduzidos para avaliar o efeito de diferentes niveis de protease na
digestibilidade ileal aparante (CDIa) e estandardizada (CDIe) de aminoécidos na racdo, € nos
ingredientes, milho e farelo de soja (FS), para frangos de corte na fase inicial. No experimento
1 objetivou-se determinar os coeficientes de digestibilidade ileal aparente da ragao (CDIa). Os
tratamentos consistiram de uma ra¢do basal e uma racdo com reducdo da fracdo ndo digestivel
de AA, suplementada ou ndo com dois niveis de inclusdo da enzima protease: 8.000 UP/kg e
12.000 UP/kg. Um total de 240 pintos de corte machos, de um dia foram alojados
aleatoriamente em 24 gaiolas, divididos em quatro tratamentos com seis repetigdes com dez
aves cada. No periodo de um a 16 dias foi utilizada uma racdo basal, e as ragdes experimentais
foram utilizadas de 17 a 22 dias. Aos 22 dias de idade todas as aves de cada repeticdo foram
abatidas para coleta do conteudo da porg¢ao ileo terminal. O CDIa dos aminoacidos totais e da
proteina bruta (PB) melhorou significamente nos tratamentos que receberam a suplementacao
da enzima protease. O nivel de 8.000 UP/kg melhorou significamente o CDIa de AA da ragdo
com reducdo da fracdo indigestivel de AA. No experimento 2 objetivou-se determinar os
coeficientes de digestibilidade ileal aparente (CDIa) e estandardizada (CDIe) de aminoacidos
dos ingredientes, milho e farelo de soja. Os tratamentos consistiram em uma racgao isenta de
proteina (RIP) contendo os ingredientes, milho ou FS, suplementadas ou ndo com dois niveis
de inclusao da enzima protease: 8.000 UP/kg e 12.000 UP/kg. Um total de 630 pintos de corte,
machos de um dia, foram alojados aleatoriamente em 42 gaiolas, divididos em seis tratamentos
com seis repeticdoes com quinze aves cada, e um tratamento RIP. O RIP foi utilizado para avaliar
as perdas enddgenas de AA. No periodo de um a 16 dias foi utilizada uma ragao basal, e as
ragdes experimentais foram utilizadas de 17 a 22 dias. Aos 22 dias de idade todas as aves de
cada repeticdo foram abatidas para coleta do contetido ileal. A enzima protease promoveu
aumento significativo no CDIa e CDIe do milho, todos os aminoacidos essenciais apresentaram
aumento da digestibilidade com a suplementacao de 12.000 UP/kg. A enzima protease no nivel
de 8.000 UP/kg aumentou o CDIa e CDIe dos AA determinados para o farelo de soja,
apresentando uma maior digestibilidade para a Met, Trp, Cys e Asp. Conclui-se que a adi¢ao
da protease melhorou os CDIa da rag¢ao e os CDIa e CDIe dos aminoacidos do milho e do farelo
de soja em ragdes iniciais para frangos, sendo o nivel de 8000 UP/kg recomendado.

Palavras-chave: aves, digestibilidade, enzimas, nutri¢do, suplementacao.



55

CHAPTER 3 -DIGESTIBLE AMINO ACIDS CONTENT OF CORN AND SOYBEAN
MEAL WITH PROTEASE FOR BROILERS

ABSTRACT

Two experiments were carried out to evaluate the effect of different protease levels on the
apparent (CDIa) and standardized (CDlIe) ileal digestibility of amino acids in the diet, and in
the ingredients, corn and soybean meal (SF), for broilers in the initial phase. In exp 1, the
objective was to determine the apparent ileal digestibility of the diet (CDIa). The treatments
consisted of a basal diet and a diet with reduced non-digestible AA fraction, supplemented or
not with two levels of protease enzyme inclusion: 8,000 PU/kg and 12,000 PU/kg. A total of
240-day-old male cobb-500 broiler chicks were randomly housed in 24 cages, resulting in six
replicates with ten birds each, totaling four treatments. In the period from 1 to 16 days, a basal
diet was used, and the experimental diets were used from 17 to 22 days. At 22 days of age, all
birds of each replicate were slaughtered to collect the contents of the terminal ileum. The CDIa
of total amino acids and CP significantly improved in treatments that received protease enzyme
supplementation. The level of 8,000 PU/kg significantly improved the AA CDIa of the diet with
a reduction in the indigestible fraction of AA. In exp 2, the objective was to determine the
coefficients of apparent ileal digestibility (CDIa) and standardized (CDIe) of amino acids of the
ingredients, corn and soybean meal. The treatments consisted of a protein-free meal (DIP)
containing the ingredients, corn or SF, supplemented or not with two levels of protease enzyme
inclusion: 8,000 PU/kg and 12,000 PU/kg. A total of 630-day-old male cobb-500 broiler chicks
were randomly housed in 42 cages, resulting in six replicates with fifteen birds each, totaling
six treatments and one DIP group. DIP groups were used to assess endogenous AA losses. In
the period from 1 to 16 days, a basal diet was used, and the experimental diets were used from
17 to 22 days. At 22 days of age, all birds of each replicate were slaughtered to collect the ileal
content. The protease enzyme promoted a significant increase in CDIa and CDlIe of corn, all
essential amino acids showed an increase in digestibility with the supplementation of 12,000
UP/kg. The protease enzyme at the level of 8000 UP/kg increased the CDIa and CDIe of the
AA determined for soybean meal, showing greater digestibility for Met, Trp, Cys and Asp. It
was concluded that the protease addition improved the CDIa of the diet and the CDIa and CDIe
of corn and soybean meal amino acids in starter diets for broilers, with the recommended level
of 8000 UP/kg.

Keywords: poultry, digestibility, enzymes, nutrition, supplementation.



56

1. INTRODUCAO

A nutri¢do representa a maior parte dos custos de producao, com os alimentos proteicos
sendo a fragdo mais cara nas ragdes. A elevacdo nos pregos desses alimentos e a polui¢dao por
nitrogénio motiva a formulacgdo de ragcdes que atendem as exigéncias nutricionais, mesmo com
alimentos alternativos, considerando valor nutritivo, custo e oferta desses produtos[4].

A reducao da proteina bruta (PB) e a inclusao de aminoacidos industriais visam diminuir
0s custos e mitigar os impactos ambientais, como a polui¢do e as emissdes de amonia [5]. Além
disso, proteases sdo utilizadas para reduzir o conteudo de PB, gerando a necessidade de farelo
de soja e aumentando o milho, que, embora seja uma fonte energética, contribui com 25-33%
da proteina bruta total nas ragdes [10]. A proteina do milho possui baixa digestibilidade, com
80% dela compostos

Segundo [12] demonstraram que a digestibilidade de ragdes a base de milho e farelo de
soja pode ser melhorada em até 3% com o uso de enzimas como xilanase, amilase e protease.
O desenvolvimento das aves depende da quantidade de aminoacidos essenciais presentes na
racdo, fundamentais para diversas funcdes, como a formacdo de tecnologias e processos
metabolicos [13].

Como os aminoacidos nao estdo totalmente disponiveis para absor¢ao, é crucial quantificar
a composi¢do nutricional, especialmente para aminoacidos. Tabelas de composi¢@o nutricional
sdo usadas para formular racdes baseadas nas necessidades dos animais e no valor nutritivo dos
alimentos [14-16]. Conhecer a digestibilidade dos aminoacidos, especialmente do milho e do
farelo de soja com protease, ¢ essencial para a formulacao precisa das racoes.

A digestibilidade dos aminoéacidos ¢ determinada pela diferenga entre os aminoacidos
ingeridos e os excretados, utilizando métodos como a coleta total ou ileal. Cada método tem
limitagdes que afetam os resultados [17-20]. A coleta ileal € mais precisa, pois minimiza as
influéncias da microbiota cecal e das perdas endogenas [19,21]. A digestibilidade aparente ¢ a
diferenca entre os aminoacidos ingeridos e os eliminados nas fezes ou na digesta ileal, enquanto
a digestibilidade estandardizada corrige os valores para perdas enddgenas [22-24]. Determinar
os coeficientes de digestibilidade ¢ essencial para melhorar a utilizacdo dos ingredientes na
racao.

O uso de enzimas exdgenas, como a protease, tem beneficios significativos no desempenho
das aves, aumentando a digestibilidade dos nutrientes das ragdes [22-24]. No entanto, poucos

estudos investigam o efeito da protease sobre os ingredientes individualmente.
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O objetivo deste estudo foi avaliar o nivel ideal de suplementacdo de protease para os
coeficientes de digestibilidade ileal aparente e estandardizado de aminoacidos em ragdes a base
de milho e farelo de soja, para frangos na fase inicial de criagdo.

Diante dessas consideracdes, objetivou-se avaliar o melhor nivel de suplementacdo da
enzima protease sobre os coeficientes de digestibilidade ileal aparente dos aminoécidos da racao
a base de milho e farelo de soja, e os coeficientes de digestibilidade ileal aparente e coeficientes
de digestibilidade ileal estandardizada de aminoacidos determinados para os ingredientes,

milho e farelo de soja, para frangos, na fase inicial de criagao.

2. MATERIAL E METODOS
Foram conduzidos dois experimentos, nos quais todos os procedimentos realizados
foram anteriormente aprovados pela Comité de Etica na Utilizagio de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Goids (UFG), conforme protocolo registro CEUA/UFG 012/19.

2.1. Experimento 1
O experimento 1 foi realizado para avaliar a adi¢do da enzima protease em ragdes com
o nivel de fracdo nao digestivel de aminoacidos reduzidos, para frangos de corte na fase inicial

e seus efeitos sobre a digestibilidade aparente dos aminoacidos da ragdo.

2.1.1. Instalacées, aves e manejo

O experimento 1 foi conduzido no aviario experimental do Setor de Avicultura da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, em
Goianica-Goias, no periodo de 10 de marco a 02 de abril de 2021.

Foram alojados 240 pintos de corte machos, com um dia de idade, da linhagem
Cobb 500®, provenientes do incubatorio comercial da empresa avicola Abatedouro Sao
Salvador Alimentos S/A (Super Frango) de Itaberai-Goiés.

Os pintos foram criados em baterias metalicas, divididas em gaiolas medindo 0,80m
Cx0,75m L x 0,20m H, instaladas em galpao de alvenaria (12,96m x 2,96m), com cortinas e
forro. O aquecimento das baterias foi realizado por campanulas a gas, e cada gaiola continha
um bebedouro tipo linear € um comedouro tipo linear.

Durante todo o periodo experimental, as aves receberam ragdo e agua ad libitum, e

foram criadas, seguindo as recomendac¢des de ilumina¢do, temperatura, umidade e manejo de
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acordo com o Guia de Manejo da Cobb [30]. O manejo da temperatura ambiente foi realizado

com manejo de cortinas.

2.1.2. Delineamento e tratamentos experimentais

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com
quatro tratamentos, seis repeti¢des, totalizando 24 unidades experimentais compostas por 10
aves cada, totalizando 240 aves.

Os tratamentos utilizados estdo apresentados na Tabela 1. Foram utilizadas quatro
racdes no periodo de 17-22 dias de idade: ragdo basal, racdo reduzida, ragao reduzida + 8.000

unidades de protese (UP/kg), e ragdo reduzida + 12.000 unidades de protese (UP/kg).

Tabela 1 - Tratamentos experimentais compostos de racdes suplementadas com a enzima
protease de 17 a 22 dias de idade (experimento 1)
Tratamentos

Ragao basal

Ragao reduzida

Ragao reduzida + 8000 UP/kg
Ragao reduzida + 12000 UP/kg

As aves receberam um programa alimentar dividido em dois periodos: no periodo
de um a 16 dias foi utilizado uma ragdo basal para todas as aves (Tabela 2); e as racdes
experimentais foram utilizadas no periodo experimental de 17-22 dias de idade. A ragdo basal
(RB) foi formulada a base de milho e farelo de soja de acordo com as recomendagdes de [31],
o milho e o farelo de soja foram previamente analisados e suas composi¢des nutricionais

utilizadas para os calculos das ragdes.

Tabela 2 - Ingredientes e composi¢ao nutricional da ragdo basal para o periodo 1 a 16 dias de
idade (experimento 1)

Ingredientes (%) RB! Composicdo nutricional RB!
Milho 55,82 EM (kcal/kg) 3.030
Farelo de soja (45%) 37,80 Proteina bruta (%) 20,92
Oleo de soja 2,87 Calcio (%) 0,86
Fosfato bicalcico 0,73 Fosforo disponivel (%) 0,41
Calcério 1,04 Potassio (%) 0,85
Sal 0,49 Sadio (%) 0,21
DL-Metionina 0,44 Cloro (%) 0,34
L-Lisina HCL 0,44 Acido linoléico (%) 2,95

L-Treonina 0,13 Met digestivel (%) 0,69
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L-Valina 0,13 Met+cist digestivel (%) 0,89
L-Triptofano 0,02 Treonina digestivel (%) 0,81
Premix vitaminico*/mineral’® 0,40 Lisina digestivel (%) 1,34
Amido 0,03 Triptofano digestivel (%) 0,21
Total 100,00 Valina digestivel (%) 0,95

' RB: Ragdo basal; 2Premix vitaminico (inicial): vitamina A 20.000 UL vitamina B12 45.000 mcg, vitamina B1
6.000 mg, vitamina B2 17.500 mg, vitamina B6 10.000 mg, vitamina D3 8.000 UI, vitamina E 45 UI, vitamina K
7.500mg, niacina 125.000 mg, ac. Pantoténico 37.500 mg, biotina 300.000 mcg, ac félico 3.000 mcg e selénio
1250 mg;*Premix mineral: cobre 24,00 g/kg; ferro 100,00 g/kg; iodo 3.000,00 g/kg; manganés 160,00 g/kg; zinco
160,00 g/kg.

Para o célculo das ragdes com redugdo da PB, foi calculada a fracdo ndo digerida,
pela diferenca do AA total e o AA digestivel da ragdo basal, em seguida, atribuido 70% de
melhoria da matriz dessa fracdo ndo digestivel. As ragdes experimentais estdo apresentadas na
Tabela 3.

Para o preparo das ragdes reduzidas (RR), os niveis dietéticos dos aminoécidos,
foram reduzidos por meio de menor inclusdo de farelo de soja, o que permitiu a maior inclusao
do milho na ragdo. A redugdo proposta correspondeu aos niveis de PB e AA disponibilizados
pela matriz nutricional da protease. A protease utilizada neste estudo foi a Axtra® PRO 301
TPT (Danisco Animal Nutrition, Reino Unido) produzida por fermentagdo seca de Bacillus
subtilis, sulfato de sdédio, alcool polivinilico (PVA), silicato de magnésio hidratado e amido,
com atividade minima garantida de subtilisina (protease) (EC3.4.21.62) 80.000 U g-1.

Os teores de matéria seca (MS), proteina bruta (PB) e a composi¢ao total de AA

das racdes analisadas estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 3 - Ingredientes e composi¢ao nutricional das ragdes basal e reduzida para o periodo de
17 a 22 dias de idade (experimento 1)

Ingredientes (%) RB! RR? RR + 8} RR + 124
Milho 62,54 66,71 66,68 66,68
Farelo de soja 45% 30,59 27,04 27,04 27,04
Oleo de soja 1,53 0,88 0,88 0,88
Fosfato Bicalcico 1,49 1,52 1,52 1,52
Calcario Calcitico 1,00 1,01 1,01 1,01
Sal 0,38 0,33 0,33 0,33
DL-Metionina 0,42 0,40 0,40 0,40
L-Lisina HCL 0,32 0,34 0,34 0,34
L-Treonina 0,05 0,04 0,04 0,04
L-Valina 0,12 0,11 0,11 0,11
L-Triptofano - 0,01 0,01 0,01
Celite® 1,00 1,00 1,00 1,00
Bicarbonato de sodio 0,15 0,22 0,22 0,22
Premix vit®/mineral’ 0,40 0,40 0,40 0,40
Amido 0,03 0,03 0,03 0,03
Total 100,00 100,00 100,00 100,00
Composi¢do Nutricional
EM (kcal/kg) 2980 2980 2980 2980
Proteina bruta (%) 19,49 18,12 19,44 19,44
Calcio (%) 0,86 0,86 0,86 0,86
Fosforo disp (%) 0,38 0,38 0,38 0,38
Potassio (%) 0,74 0,69 0,69 0,69
Sédio (%) 0,21 0,21 0,21 0,21
Cloro (%) 0,28 0,25 0,25 0,25
Acido Linoléico 2,30 1,99 1,99 1,99
Metionina d (%) 0,61 0,58 0,60 0,60
Metionina T (%) 0,63 0,60 0,60 0,60
Met+cist d (%) 0,82 0,78 0,82 0,82
Met+cist T (%) 0,88 0,83 0,83 0,83
Treonina d (%) 0,74 0,67 0,74 0,74
Treonina T (%) 0,84 0,77 0,77 0,77
Lisina d (%) 1,14 1,08 1,14 1,14
Lisina T (%) 1,23 1,16 1,16 1,16
Triptofano d (%) 0,20 0,19 0,20 0,20
Triptofano T (%) 0,22 0,20 0,20 0,20
Arginina d (%) 1,24 1,14 1,19 1,19
Arginina T (%) 1,32 1,21 1,21 1,21
Valina d (%) 0,88 0,81 0,88 0,88
Valina T (%) 0,97 0,90 0,90 0,90
Fenilalanina d (%) 0,82 0,76 0,81 0,81
Fenilalanina T (%) 0,89 0,82 0,82 0,82
Histidina d (%) 0,49 0,45 0,48 0,48
Histidina T (%) 0,52 0,49 0,49 0,49
Leucina d (%) 0,49 1,37 1,45 1,45
Leucina T (%) 1,56 1,48 1,48 1,48

'DB= dieta basal, 2 DR = dieta com reducdo da fraco indigestivel, *DR+8 = dieta reduzida + 8000 UP/kg, *DR+12

dieta reduzida + 12000 UP/kg. 5Celite® (cinza insolivel em 4cido).°Premix vitaminico (inicial): vitamina A 20.000
UI, vitamina B12 45.000 mcg, vitamina B1 6.000 mg, vitamina B2 17.500 mg, vitamina B6 10.000 mg, vitamina
D3 8.000 Ul, vitamina E 45 UI, vitamina K 7.500mg, niacina 125.000 mg, ac. Pantoténico 37.500 mg, biotina
300.000 mcg, ac folico 3.000 mcg e selénio 1250 mg.’premix mineral: cobre 24,00 g/kg; ferro 100,00 g/kg; iodo
3.000,00 g/kg; manganés 160,00 g/kg; zinco 160,00 g/kg.
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Tabela 4 -  Matéria seca, teor de proteina bruta e composi¢do de aminodcidos totais das
ragdes, eXpressos em percentagem na matéria natural’

Parametros (%) RB? RR? RR+8* RR+12%
Matéria seca % 78,81 81,82 87,12 87,78
Proteina bruta % 20,60 19,45 19,54 19,52
Aminoacidos essenciais (%)

Lisina 1,19 1,24 1,15 1,08
Metionina 0,64 0,62 0,60 0,60
Treonina 0,96 0,82 0,84 0,85
Arginina 1,26 1,24 1,26 1,16
Histidina 0,50 0,49 0,47 0,47
Valina 1,02 0,93 0,99 0,91
Isoleucina 0,78 0,74 0,79 0,72
Leucina 1,72 1,72 1,76 1,68
Fenilalanina 0,99 0,98 1,0 0,93
Triptofano 0,18 0,16 0,19 0,16
Aminoacidos nio essenciais (%)

Cistina 0,23 0,23 0,24 0,20
Taurina 0,01 0,01 0,01 0,01
Alanina 1,01 0,98 1,01 0,98
Glicina 0,78 0,78 0,76 0,73
Acido aspartico 2,03 2,03 1,98 1,87
Acido glutamico 3,34 3,33 3,33 3,28
Prolina 1,21 1,21 1,23 1,18
Serina 1,00 1,01 0,99 0,95
Hidroxiprolina 0,01 0,01 0,01 0,01
Tirosina 0,64 0,63 0,64 0,60
AAs totais 19,48 19,14 19,23 18,35

' Aminograma realizado por cromatografia liquida (HPCL), no laboratério de andlises CBO (Sdo Paulo, Brasil);
RB: racio basal; 3 RR: racio com reducfio da fracio indigestivel; “RR+8 = ra¢io reduzida + 8.000 UP/kg; 'RR+12
ragdo reduzida + 12.000 UP/kg.

2.1.3. Variaveis avaliadas

Foi realizado digestibiliade dos nutrientes das racdes pelo método de coleta ileal de
excretas aos 22 dias de idade[23]. Para tanto, foi utilizado 1,0% de Celite®, como indicador
indigestivel para a determinagdo do fator de indigestibilidade [23]. A ra¢do com o indicador foi
fornecida as aves a partir do 17° dia de idade até a coleta da digesta aos 22 dias.

Aos 22 dias de idade, todas as aves de cada repeticdo foram abatidas por
deslocamento cervical. Cinco horas antes do abate, as aves foram estimuladas a consumir ragao
para evitar que no segmento do ileo estivesse pouco contetido intestinal. Imediatamente apds o

abate, as aves foram disseccionadas, sendo a Scm da jungdo ileo-ceco-colica até 40cm em
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direcdo ao jejuno para colheita de excretas para determinacdo dos aminoacidos enddgenos e
metabolicos, conforme metodologia descrita por [31].

O conteudo ileal foi coletado por lavagem suave, feita com seringa e agua
desmineralizada. As excretas foram acondicionadas em tubos falcon de 50mL, identificados e
armazenados no ultrafreezer com temperatura de -16°C. Amostras das racdes e excretas foram
secas por liofilizagdo a vacuo, a temperatura de - 40°C, por 72 horas no Laboratorio de Nutri¢do
Animal da Escola de Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG).

Para determinagdo dos teores de aminodacidos totais foi utilizada a cromatografia
liquida de alta precisdio HPLC (High Performance/Pressure Liquide Chromatography)
realizada CBO Anadlises Laboratoriais (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil).

Com base nos resultados obtidos dos teores de aminoacidos totais dos alimentos, e
das excretas, foi determinado os teores de aminoacidos digestiveis aparente, seguindo a
metodologia descrita por [31].

O CDIa dos AAs foi calculado de acordo com as equagdes propostas de Sakomura
e Rostagno [31], como segue:

CDIa (%) = [(AA dieta [MS, %] / AIA dieta [%]) — (AA ileal digesta [%] / AIA ileal digesta
[%])] x 100/AA dieta (MS, %) / AIA dieta (%)
Em que: CDIa, coeficiente de digestibilidade aparente do AA; AIA, cinza insolivel em 4cido;

MS, matéria seca.

2.1.4. Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05), usando-se o programa
estatistico R[32] version 3.2.3.

2.2. Experimento 2
O experimento 2 foi realizado com intuiuto de avaliar a digestibilidade do ingrediente
em dietas isentas de proteinas com a adi¢do da enzima para frangos de corte na fase inicial e
seus efeitos sobre o coeficiente de digestibilidade aparente e verdadeiro.
2.2.1. Instalacdes, aves e manejo
O experimento 2 também foi conduzido no aviario experimental do Setor de
Avicultura da Escola de Veterinéria e Zootecnia da Universidade Federal de Goiés, Campus

Samambaia, em Goidnia-Goias, no periodo de 20 de abril a 11 de maio de 2021.
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Foram alojados 630 pintos de corte machos, com um dia de idade, da linhagem
Cobb 500®, provenientes do incubatorio comercial da empresa avicola Abatedouro Sao
Salvador Alimentos S/A (Super Frango) de Itaberai-Goids.

Os pintos foram criados em baterias metalicas, divididas em gaiolas medindo 0,80m
Cx 0,75m L x 0,20m H, instaladas em galpao de alvenaria (12,96m x 2,96 m) com cortinas e
forro. O aquecimento das baterias foi realizado por campanulas a gas e cada gaiola continha um
bebedouro tipo linear e um comedouro linear.

Durante todo o periodo experimental, as aves receberam ragdo e agua ad libitum, e
foram criadas, seguindo as recomendac¢des de iluminagdo, temperatura, umidade e manejo de
acordo com o Guia de Manejo da Cobb[8]. O manejo da temperatura ambiente foi realizado

com manejo de cortinas.

2.2.2. Delineamento e tratamentos experimentais

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com seis
tratamentos + 1 (RIP), tendo seis repeti¢des, totalizando 42 unidades experimentais compostas
por 15 aves cada.

Os tratamentos utilizados estdo apresentados na Tabela 5. Foram utilizadas 6 ragdes
no periodo de 17-22 dias de idade, sendo: ragdo isenta de proteina (RIP) + adi¢do dos
ingredientes testados (milho ou farelo de soja), com inclusdo ou ndo de dois niveis diferentes
de protease, 8.000 unidades de protease (UP/kg) ou 12.000 unidades de protease (UP/kg).

Uma parcela dos frangos foi alimentada com uma rag¢ao isenta de proteina (RIP),
para avaliar os valores da perda enddgena de aminodcidos e calcular os coeficientes de
digestibilidade ileal estandardizadas. A ragdo isenta de proteina foi composta por amido, agticar
e 0leo de soja que sdo fontes de energia; celulose que compde a porcao fibrosa da dieta na
intencao de dar volume e textura a digesta, além da capacidade de absorver agua, auxiliando na
viscosidade e na taxa de passagem da digesta; e os suplementos vitaminicos € minerais.

A protease utilizada neste estudo foi a Axtra® PRO 301 TPT (Danisco Animal
Nutrition, Reino Unido) produzida por fermentacao seca de Bacillus subtilis, sulfato de sédio,
alcool polivinilico (PVA), silicato de magnésio hidratado e amido, com atividade minima
garantida de subtilisina (protease) (EC3.4.21.62) 80000 U g-1.

As ragdes experimentais foram utilizadas de 17 a 22 dias de idade. O milho e o

farelo de soja utilizados, foram previamente analisados e suas composi¢des nutricionais
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utilizadas para os calculos das ragdes. Todas as racdes experimentais estdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 5 - Tratamentos experimentais compostos de racdes suplementadas com a enzima
protease (experimento 2)

Tratamentos

RIP! + Milho

RIP + Milho + 8000 UP/kg?

RIP + Milho + 12000 UP/kg

RIP + Farelo de Soja

RIP + Farelo de Soja + 8000 UP/kg

RIP + Farelo de Soja + 12000 UP/kg
'RIP: ragdo isenta de proteina; UP/kg: unidades de protease/Kg

As aves receberam um programa alimentar dividido em dois periodos: no periodo
de um a 16 dias foi utilizado uma ragdo basal para todas as aves, e foram formuladas a base de
milho e farelo de soja de acordo com as recomendagdes de [31] (Tabela 6); as ragdes
experimentais foram utilizadas de 17 a 22 dias de idade. O milho e o farelo de soja utilizados,
foram previamente analisados e suas composi¢des nutricionais utilizadas para os calculos das

ragdes que estdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 6 — Ingredientes e composi¢ao nutricional da ragao basal para o periodo de 1 a 16 dias de
idade (experimento 2)

Ingredientes (%) RB! Composicao nutricional RB!

Milho 55,82 EM (kcal/kg) 3.030
Farelo de soja (45%) 37,80 Proteina bruta (%) 20,92
Oleo de soja 2,87 Calcio (%) 0,86

Fosfato bicalcico 0,73 Fosforo disponivel (%) 0,41

Calcario calcitico 1,04 Potassio (%) 0,85

Sal 0,49 Sadio (%) 0,21

DL-Metionina 0,44 Cloro (%) 0,34

L-Lisina HCL 0,44 Acido linoléico (%) 2,95

L-Treonina 0,13 Met digestivel (%) 0,69

L-Valina 0,13 Met+cist digestivel (%) 0,89

L-Triptofano 0,02 Treonina digestivel (%) 0,81

Premix 0,40 Lisina digestivel (%) 1,34

vitaminico*/mineral®

Amido® 0,03 Triptofano digestivel (%) 0,21

Total 100,00 Valina digestivel (%) 0,95

'RB= Ragdo basal; 2Premix vitaminico (inicial): vitamina A 20.000 UI, vitamina B12 45.000 mcg, vitamina B1
6.000 mg, vitamina B2 17.500 mg, vitamina B6 10.000 mg, vitamina D3 8.000 UI, vitamina E 45 UI, vitamina K
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7.500mg, niacina 125.000 mg, ac. Pantoténico 37.500 mg, biotina 300.000 mcg, ac folico 3.000 mcg e selénio
1250 mg.*premix mineral: cobre 24,00 g/kg; ferro 100,00 g/kg; iodo 3.000,00 g/kg; manganés 160,00 g/kg; zinco

160,00 g/kg.

Tabela 7 - Ingredientes e composicao nutricional das ragdes experimentais para o periodo de 17 a
22 dias de idade (experimento 2)

RIP! RIP + Milho RIP + F. Soja

Ingredientes (%) 8.000 12.000 8.000 12.000

i UP/kg*> UP/kg’ UP/kg UP/kg
Amido 79,49 - - - 45,12 45,12 45,12
Milho - 89,14 89,14 89,14 - - -
Farelo de soja (45%) - - - - 41,85 41,85 41,85
Acucar 6,00 - - - - - -
Inerte (celulose) 5,00 5,00 4,97 4,97 5,00 4,97 4,97
Oleo de soja 4,00 1,00 1,00 1,00 3,56 3,56 3,56
Fosf. bicalcico 2,17 1,88 1,88 1,88 1,65 1,65 1,65
Celite®4 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Calcario 0,79 0,90 0,90 0,90 0,82 0,82 0,82
Carbonato de potassio 0,53 0,07 0,07 0,07 - - -
Premix =040 040 040 040 040 040 040
vitaminico’/mineral
Sal 0,32 0,23 0,23 0,23 0,28 0,28 0,28
Bicarbonato de sodio 0,31 0,38 0,38 0,38 0,33 0,33 0,33
Produto’ - - 0,03 0,03 - 0,03 0,03
Total 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Composicao nutricional
RIP RIP + Milho RIP +F.S

EM (kcal/kg) 3.461 3.090 2.900
Proteina bruta (%) 0,44 6,35 20,00
Célcio (%) 0,84 0,84 0,84
Fosforo disponivel
%) 0,40 0,40 0,40
Potassio (%) 0,30 0,30 0,77
Sédio (%) 0,21 0,21 0,21
Cloro (%) 0,19 0,19 0,19
Acido linoléico (%) 2,16 2,24 2,29
Lisina digestivel
%) - 0,17 1,09
Met+cist digestivel
%) - 0,14 0,48
Treonina digestivel ) 0.17 0.67

(%)
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Triptofano

; 0,02 0,24
digestivel (%) ’ ’
Valina digestivel i 0,23 0,83

(%)
IRIP: racfio isenta de proteina; RIP+8000 unidades de protease/Kg; *RIP+12000 unidades de protease/Kg;

4Celite®: cinza insolivel em 4cido; Premix vitaminico (inicial): vitamina A 20.000 UI, vitamina B12 45.000 mcg,
vitamina B1 6.000 mg, vitamina B2 17.500 mg, vitamina B6 10.000 mg, vitamina D3 8.000 UI, vitamina E 45 UI,
vitamina K 7.500mg, niacina 125.000 mg, ac. Pantoténico 37.500 mg, biotina 300.000 mcg, ac folico 3.000 mcg
e selénio 1250 mg. ®premix mineral: cobre 24,00 g/kg; ferro 100,00 g/kg; iodo 3.000,00 g/kg; manganés 160,00
g/kg; zinco 160,00 g/kg; "Produto: enzima protease Axtra pro, misturada com amido.

Os teores de proteina bruta (PB), e a composi¢dao total de AA dos alimentos
analisados estdo descritos na Tabela 8. Os valores dos aminoacidos do milho, assim como a PB
sdo inferiores aos encontrados na literatura. J& o farelo de soja, apresentou valores de

aminoacidos e proteina bruta semelhantes aos encontrados na literatura.

Tabela 8 - Teor de proteina bruta e composicdo de aminodacidos totais do milho e do farelo de

1
soja, expressos em percentagem na matéria natural

Parametros (%) Milho Farelo de soja
Proteina bruta % 6,13 48,37
Aminoacidos essenciais (%)

Lisina 0,07 2,84
Metionina 0,05 0,57
Treonina 0,09 1,93
Arginina 0,12 3,35
Histidina 0,08 1,24
Valina 0,12 2,18
Isoleucina 0,08 2,13
Leucina 0,36 3,78
Fenilalanina 0,12 2,40
Triptofano 0,01 0.48
Aminoacido nao essencial (%)

Cistina 0,008 0,57
Taurina 0,008 0,02
Alanina 0,19 2,11
Glicina 0,09 2,00
Acido aspartico 0,19 5,51
Acido glutimico 0,53 8,83
Prolina 0,24 2,38
Serina 0,10 2,51
Hidroxiprolina 0,008 0,02

Tirosina 0,08 1,49
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AAs totais 2,59 46,38

! Aminograma realizado por cromatografia liquida (HPCL), no laboratério de analises CBO (Sdo Paulo, Brasil).

2.2.3. Variaveis avaliadas

O ensaio de digestibilidade realizado pelo método de coleta ileal de excretas aos 22
dias de idade[23]. Para tanto, foi utilizado 1,0% de Celite®, como indicador indigestivel para
a determinacao do fator de indigestibilidade [23]. A ragdo com o indicador foi fornecida as aves
a partir do 17° dia até o momento do abate para coleta da digesta aos 22 dias.

Aos 22 dias de idade, todas as aves de cada repeticdo foram abatidas por
deslocamento cervical. Cinco horas antes do abate, as aves foram estimuladas a consumir ragao
para evitar que no segmento do ileo estivesse pouco contetido intestinal. Imediatamente apds o
abate, as aves foram disseccionadas, sendo a Scm da jungdo ileo-ceco-colica até 40cm em
direcdo ao jejuno para colheita de excretas para determinacdo dos aminoacidos enddgenos e
metabolicos, conforme metodologia descrita por [23].

O conteudo ileal foi coletado por lavagem suave, feita com seringa e agua
desmineralizada. As excretas foram acondicionadas em tubos falcon de SO0mL, identificados e
armazenados no ultrafreezer com temperatura de —16°C. Amostras das ragdes e excretas foram
secas por liofilizagdo a vacuo, a temperatura de - 40°C, por 72 horas no Laboratorio de Nutri¢ao
Animal da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (EVZ/UFG).

Para determinagao dos teores de aminoacidos totais foi utilizada a cromatografia
liquida de alta precisio HPLC (High Performance/Pressure Liquide Chromatography)
realizada no CBO Analises Laboratoriais (Valinhos, Sdo Paulo, Brasil).

Com base nos resultados obtidos dos teores de aminoacidos totais das racoes, das
excretas e enddgenos, determinou-se os teores de aminoacidos digestiveis estandardizados
seguindo a metodologia descrita por [23].

O CDIa e CDIe dos AAs foi calculado de acordo com as equagdes propostas de

[23], como segue:

CDlIa (%) = [(AA dieta [MS, %] / AIA dieta [%]) — (AA ileal digesta [%] / AIA ileal digesta
[%])] x 100 / AA dieta (MS, %) / AIA dieta (%)

EAA (g/kg MS) = AA digesta (g/’kg MS) x [AIA dieta (g/kg MS) / AIA digesta (g/’kg MS)]

CDIe (%) = CDIa (%) + [EAA (g/kg DM) /dieta AA (g/kg MS)] x 100
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Em que: CDIa, coeficiente de digestibilidade aparente do AA; AIA, cinza insolivel em 4cido;
MS, matéria seca; EAA, perda endogena basal de AA; CDle, coeficiente de digestibilidade ileal
estandardizada de AA.

2.2.4. Analise estatistica

Os dados coletados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05), usando-se o programa
estatistico R [32] version 3.2.3. Os tratamentos com milho foram analisados separadamente dos
tratamentos com farelo de soja, por andlise de varidncia, para testar os efeitos da enzima

protease para cada alimento.

3. RESULTADOS
3.1. Experimento 1

Os coeficientes de digestibiliade ileal aparente dos aminoacidos (CDIa), nas ragdes
RB, RR, RR+8.000 UP/kg e RR+12.000 UP/kg, determinados para frangos de corte aos 22 dias

de idade, estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9 - Coeficientes de digestibilidade ileal aparente de aminoéacidos (%) das ragdes, para
frangos de corte aos 22 dias de idade

Parametros (%) Tratamentos p-valor EPM° CV*¢
RB! RR? RR+8* RR+12*

Proteina 78,60b 77,770 83,98a  80,41ab 0,008 1,202 3,67
Aminoacidos essenciais
Lisina 86,54b 87,69ab 90,78a  87,90ab 0,010 0,807 2,24
Metionina 96,18 96,63 97,24 96,82 0,094 0,281 0,71
Treonina 79,96ab  77,07b  84,39a  80,86ab 0,009 1,341 4,08
Arginina 87,50b 87,82b  91,90a  89,34ab 0,002 0,745 2,05
Histidina 83,69 84,15 86,69 85,11 0,304 1,167 3,37
Valina 81,97b 80,80b  87,88a  84,33ab 0,000 1,015 2,97
Isoleucina 80,08b 79,67b  87,29a  83,87ab 0,001 1,174 3,48
Leucina 82,74b 83,88b  88,68a  86,08ab 0,002 0,978 2,81
Fenilalanina 83,85b 84,59b 89,14a  85,96ab 0,006 0,997 2,84
Triptofano 72,76b 71,14b  81,74a 73,99b 0,001 1,677 5,48
Aminoacidos niao essenciais
Cistina 73,78b 75,19b  81,50a  75,64b 0,008 1,485 4,75
Alanina 82,15b 82,47b  88,12a  84,83ab 0,002 1,010 2,93
Glicina 58,43b 57,74b  67,56a  60,48b 0,000 2913 1,69

Acido aspartico 79,99b 81,97b  87,99a  86,88a <0,001 1,098 3,19
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Acido glutdmico 57,77b 56,70b  69,39a  62,67ab 0,031 2,657 5,84

Prolina 80,94b 81,80b  86,63a  83,57ab 0,003 0,985 2,90
Serina 74,06b  75,69ab  81,04a  75,92ab 0,044 1,683 5,38
Tirosina 82,08b 83,08b  87,79a  84,52ab 0,006 1,045 3,03
AAs totais 82,30b 83,08b  88,11a  85,33ab 0,002 0,962 2,78

'RB: ragdo basal; 2RR: racio com reducdo da fragio indigestivel; RR+8: ragio reduzida + 8.000 UP/kg; “RR+12
racdo reduzida + 12.000 UP/kg; Serro padrio da média; ®Coeficiente de variagio.
Letras diferentes na linha representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Foram verificadas diferengas no CDIa de todos os AA, exceto para metionina e
histidina, de acordo com as ra¢des. A racdo com o nivel de 8.000 UP/kg apresentou o maior
CDIa de AA para lisina (Lys), treonina (Thr), arginina (Arg), histidina (His), valina (Val),
isoleucina (Ile), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), triptofano (Trp), cisteina (Cys), alanina (Ala),
glicina (Gly), glutamato (Glu), prolina (Pro), serina (Ser) e tirosina (Tyr), quando comparados
com a ragdo basal (RB), e a ragdo com reducdo da fracao indigestivel dos AA (RR). No entanto,
a ragdo com 12.000 UP/kg apresentou o menor CDla para o triptofano e a glicina, e foi
semelhante a RB e RR. O CDIa do Asp foi melhor e semelhante entre os niveis de 8.000 UP/kg
e 12.000 UP/kg (p<0,05). A ragdo suplementada com 8.000 UP/kg de protease também
melhorou o CDIa da PB e dos AAs totais.

3.2. Experimento 2
O coeficiente de digestibiliade ileal aparente (CDIa) dos aminoécidos,
determinados para o milho com diferentes niveis de suplementa¢do da enzima protease para

frangos de corte aos 22 dias de idade, estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 - Coeficientes de digestibilidade ileal aparente de aminoacidos (%) do milho, para
frangos de corte aos 22 dias de idade suplementados com protease

Parametros Tratamentos

(%) RIP+Milho' RIP+Milhot8' RIP+Milnoriz® P Yalor EPMY CV?
Proteina 75,50 73,85 77,90 0,069 0,738 3,68
Aminoacidos essenciais
Lisina 47,03b 75,10% 78,34* <0,001 3,500 5,35
Metionina 82,01 85,79 89,73 0,063 1,378 6,03
Treonina 30,65¢ 55,57b 67,412 0,001 4,815 7,01
Arginina 66,29b 78,03ab 87,517 0,007 3,033 12,76
Histidina 60,84b 77,38 83,69% <0,001 2,761 8,97
Valina 52,81b 72,18* 81,66 <0,001 3,598 13,85
Isoleucina 55,49b 72,77ab 83,19° <0,001 3,820 6,85
Leucina 74,85b 83,68ab 89,23% 0,005 2,011 7,70

Fenilalanina 67,57b 78,41ab 87,39% 0,017 3,041 13,47
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Aminoacidos nio essenciais

Alanina 70,72b 82.6% 88.33¢ 0,001 2290 807
Glicina 25.54b 67.22a 69,29 <0001 4,999 875
Acido 78,18 75.17 86.58 0474 3,803 1043
aspartico

Acido 80,03 85.35 91,02 0.063 1959 861
glutdmico

Prolina 55.55b 76.95a 82,707 <0001 3,081 7.6l
Serina 32.21b 66,08 75,23 <0001 5369 13.01
Tirosina 59,08b 75,040 83,23 0,002 3,193 9,90
AAs totais 60,72b 7531 8338 0,003 3111 13,11

'RIP+Milho: RIP + milho; 2RIP+Milho+8: RIP + Milho + 8.000 UP/kg; 3RIP+Milho+12: RIP + Milho + 12.000
UP/kg; “EPM = erro padrdo da média; ’CV: coeficiente de variagdo.
Letras diferentes na linha representam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Foram verificadas diferengas no CDIa de todos os AAs (p<0,05), com excessdo da
metionina, acido aspartico, acido glutamico e PB. Avaliando os AA essenciais, a ragao RIP +
Milho + 12.000 UP/kg apresentou o maior CDIa para Thr, Arg, Iso, Leu e Fen. No entanto, o
maior CDIa da lisina, histidina ¢ valina foram semelhantes entre as ragdes RIP + Milho + 8.000
UP/kg e RIP + Milho + 12.000 UP/kg. O CDIa dos AA nao essenciais, Ala, Gly, Pro, Ser e Tyr,
foi maior com a adi¢do de 8.000 e 12.000 UP/kg (Tabela 10).

A principal diferenca entre os valores de CDIa e CDle foi a correcdo pelo o fluxo
endogeno basal (EAA). A racdo isenta de proteina foi utilizada para determinar o valor de perda
endogena de aminoécidos, cujos resultados estdo apresentados no Grafico 1.

O fluxo médio de EAA foi de 0,21g/kg. O fluxo de Gly endogeno, Leu, Pro, Thr,
Glu e Ser foram mais altos que o valor médio, e o fluxo endogeno da Met, Cys e His foi menor

que o valor médio.
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Grafico 2. Fluxo de aminoacidos endogenos no ileo de frangos de corte alimentados com ragao
isenta de N (g/kg MS ingerida). Cada barra representa a média de 6 repetigdes com 15 aves por
repeticao.

O coeficiente de digestibiliade ileal estandardizada (CDIle) dos aminoacidos,
determinados para o milho, com diferentes niveis de suplementag¢do da enzima protease, para
frangos de corte aos 22 dias de idade, estdo descritos na Tabela 11.

Foram verificadas diferencas no CDIe de todos os AA (p<0,05), com excessdo da
proteina, e dos aminoacidos nao essenciais acido aspartico e acido glutamico. A racao RIP +
Milho + 12.000 UP/kg apresentou o maior CDIe de AA para Lys, Met, Tre, His, Val, Iso, Leu,
Fen, Ala, Gly, Pro, Ser e Tyr. No entanto, o maior CDIe da prolina foi semelhante para as ragdes
RIP + Milho + 8.000 UP/kg e DIP + Milho + 12.000 UP/kg. O milho sem a suplementagdo da
protease apresentou o menor CDIe para todos os AAs. No entanto, o CDIe da metionina e da
treonina, foram semelhantes para as ragdes RIP + Milho e RIP + Milho + 8000 UP/kg (Tabela
11).

Tabela 11 - Coeficientes de digestibilidade ileal estandardizada de aminoacidos (%) do
milho, para frangos de corte suplementados com protease
Parametros Tratamentos
-valor EPM* CV?®
(%) RIP+Milho' RIP+Milho+82 RIP+Milho+123 P 0"
Proteina 89,18 86,59 89,95 0,125 1,138 3,15

Aminoacidos essenciais
Lisina 66,02b 69,93ab 85,76 0,011 7,684 5,47




72

Metionina 88,71b 89,55b 93,46° 0,269 2,114 5,72
Treonina 63,32b 69,57b 80,75* 0,021 5,648 9,43
Arginina 78,92b 83,37ab 92,49 0,043 4,026 7,61
Histidina 73,22b 82,89ab 89,44* 0,003 2,708 8,10
Valina 71,73b 79,91ab 89,112 0,022 3,896 9,89
Isoleucina 74,15b 80,04ab 90,40? 0,047 4,849 9,57
Leucina 82,62b 87,10ab 92,66 0,048 2,597 17,27
Fenilalanina 80,02b 83,50ab 92,44a 0,041 4,279 8,28
Aminoacidos nao essenciais
Alanina 82,57b 87,56ab 93,17a 0,041 2,654 7,41
Glicina 52,49¢ 65,81b 80,30a 0,048 7,468 7,63
Acido 87,03 79,22 90,51 0,489 6,672 9,09
aspartico
Acido

N 85,93 87,96 93,60 0,207 3,004 8,25
glutamico
Prolina 68,01b 82,12° 87,932 <0,001 2,230 6,88
Serina 64,93b 77,56ab 86,99° 0,037 5,434 7,40
Tirosina 75,00b 81,80ab 89,94* 0,045 3,817 8,37
AAs totais 76,05b 81,79ab 89,75% 0,035 3914 7,62

'RIP+Milho: RIP + milho; RIP+Milho+8: RIP + Milho + 8.000 UP/kg; *RIP+Milho+12: RIP + Milho + 12.000
UP/kg; “EPM = erro padrio da média; *CV: coeficiente de variacio.
Letras diferentes na linha representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

O coeficiente de digestibiliade ileal aparente (CDIa) dos aminodcidos,
determinados para o farelo de soja, com diferentes niveis de suplementagdo da enzima protease,
para frangos de corte aos 22 dias de idade, estdo descritos na Tabela 12.

Avaliando o CDIa dos AA essenciais, a ragao RIP + FS + 8.000 UP/kg apresentou
o maior CDIa para metionina e triptofano. A lisina, treonina, arginina, histidina, aminoacidos
da cadeia ramificada, e fenilalanina ndo apresentaram diferencas. Ao avaliar o CDIa dos AA
nao essenciais, a dieta RIP + FS + 8.000 UP/kg apresentou o maior CDIa para a cistina e acido
aspartico. No entanto, o maior CDIa da cistina e do acido aspartico foram semelhantes entre as

racdes RIP + FS e RIP + FS + 8000 UP/kg. (Tabela 12).

Tabela 12 - Coeficientes de digestibilidade ileal aparente de aminoécidos (%) do farelo de
soja, para frangos de corte suplementados com protease

Parametros Tratamentos p-valor EPM* CV?
(%) RIP+FS! RIP+FS+8? RIP+FS+123

Proteina 91,33 90,71 90,06 0,110 0,250 1,08

Aminoacidos essenciais

Lisina 90,39 90,37 90,22 0,958 0,244 1,22

Metionina 93,14b 94,67a 93,43b 0,048 0,279 1,10
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Treonina 83,48 82,08 82,30 0,614 0,594 3,14
Arginina 93,44 93,31 92,86 0,571 0,224 1,04
Histidina 88,59 88,13 86,79 0,272 0,464 2,19
Valina 87,24 86,88 85,53 0,221 0,419 1,98
Isoleucina 88,58 88,29 86,49 0,100 0,429 1,89
Leucina 88,86 88,77 87,83 0,420 0,342 1,65
Fenilalanina 90,18 90,03 89,93 0,943 0,282 1,41
Triptofano 78,60b 84,38a 77,59b 0,006 1,036 4,16
Aminoacidos nao essenciaos
Cistina 84,50a 86,35a 78,72b 0,001 1,024 3,55
Alanina 88,05 87,56 87,05 0,548 0,355 1,76
Glicina 79,39 80,35 79,37 0,732 0,548 3,04
Acido 89,542 90,54a 87,29b 0,004 0,463 1,61
aspartico
Acido

N 92,39 92,82 91,45 0,075 0,256 1,05
glutdmico
Prolina 86,33 86,31 86,68 0916 0,379 1,97
Serina 86,14 86,46 85,15 0,420 0,411 2,04
Tirosina 89,20 89,37 88,37 0,346 0,292 1,38
AAs totais 88,50 88,71 87,41 0,242 0,333 1,55

IRIP+FS: RIP + farelo de soja; 2RIP+FS+8: RIP + farelo de soja + 8.000 UP/kg; *RIP+FS+12: RIP + farelo de soja
+ 12.000 UP/kg; “EPM: erro padrio da média; CV: coeficiente de variagdo.
Letras diferentes na linha representam diferenca significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

O coeficiente de digestibiliade ileal estandardizada (CDIe) dos aminoécidos,
determinados para o farelo de soja, com diferentes niveis de suplementacio da enzima protease,
para frangos aos 22 dias de idade, estdo descritos na Tabela 12.

Avaliando o CDIe dos AAs essenciais, a racao RIP + FS + 8.000 UP/kg apresentou
o maior CDIe para a metionina e triptofano (p<0.05). Os AA, lisina, treonina, arginina,
histidina, valina, isoleucina, leucina e fenilalanina ndo apresentaram diferengas. Ao avaliar o
CDIe dos aminoacidos ndo essenciais, as ragdes RIP + FS e RIP + FS + 8.000 UP/kg,
apresentaram o maior CDIe para a cistina e 4cido aspartico. Os AA ndo essenciais, alanina,
glicina, 4cido aspartico, acido glutdmico, prolina e serina ndo apresentaram diferencas, assim

como a proteina e a0 AAs totais.

Tabela 13 - Coeficientes de digestibilidade ileal estandardizada de aminoacidos (%) do
farelo de soja, para frangos de corte suplementados com protease

Parametros Tratamentos p-valor EPM’ CV®
(%) RIP+FS' RIP+FS+8? RIP+FS+12°
Proteina 95,54 95,30 94,68 0,315 0,398 1,03

Aminoacidos essenciais
Lisina 91,53 91,64 91,47 0,967 0,448 1,20
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Metionina 94.62b 96,352 94.98ab 0,026 0420 1,08
Treonina 87.43 86,81 86,72 0,875 1,061 299
Arginina 94,56 94,59 94,10 0,632 0397 1,03
Histidina 90,70 90,51 89,26 0392 0,784 2,13
Valina 89,83 89,71 88,48 0346 0700 192
Isoleucina 90,39 90,33 88,70 0,171 0678 185
Leucina 90,65 90,78 89,83 0495 0595 1.6l
Fenilalanina 91,72 91,76 91,58 0,968 0517 138
Triptofano 87.72b 88.76a 93,54ab 0019 1362 371
Aminoacidos nao essenciais

Cistina 87.49a 89.74a 82,62b 0,003 1206  3.41
Alanina 90,68 90,62 89,96 0,676 0,629 1,70
Glicina 82,54 83,87 82,84 0,619 0989 292
Acido 90,52a 91,38a 88,10b 0,004 058 159
qspartlco

Acido 93,26 93,78 92,43 0,083 0397 1,04
glutamico

Prolina 89,45 89,80 89,96 0,871 0694 190
Serina 89,46 90,31 88,73 0322 0714 195
Tirosina 91,47 91,92 90,87 0356 0501 134
AAs totais 90,58 91,04 89,72 0265 0559 151

IRIP+FS: RIP + farelo de soja; 2RIP+FS+8: RIP + farelo de soja + 8.000 UP/kg; *RIP+FS+12: RIP + farelo de soja
+ 12.000 UP/kg; “EPM: erro padrio da média; CV: coeficiente de variagdo.
Letras diferentes na linha representam diferenga significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

4. DISCUSSAO
4.1. Experimento 1

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes niveis de protease no
coeficiente de digestibilidade aparante dos aminoacidos, em ragdes a base de milho e farelo de
soja na fase inicial de frangos de corte.

Ao avaliar a digestibilidade ileal das rag¢des, verificou-se, que a ragao suplementada
com 8.000 UP/kg aumentou o CDIa de quase todos os AA. A adicao da protease resultou em
um aumento no CDIa de todos os AA em uma média de 5,92%, em relagdao a ragdo basal,
variando de 4,24% para a lisina (86,54 vs. 90,78) a 11,62% para o 4cido glutamico (57,77 vs.
69,39). Os AA com maior porcentagem de aumento no CDIa da racdo, foram os AA que sdo
comumente associados ao fluxo de EAA, como, Ser, Glu, The, Pro e Gly.

A inclusdo de 8.000 UP/kg na racdo com reducdo da PB melhorou o CDIa da Lys,
Tre, Arg, His, aminoacidos da cadeia ramificada, Fen, Trp, Cys, Ala, Gly, Glu, Pro, Ser e Tyr.
Esses AA sao classificados como polares e apolares, indicando que a enzima protease nao

melhorou a digestibilidade de um grupo especifico.
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Segundo [33], mostraram que a adi¢do de uma protease em racgdes a base de milho
e farelo de soja, também teve efeitos positivos na digestibilidade de PB e certos AAs (Arg, Ile,
Lys, Thr, His, Asp, Cys e Ser) em ragdes com baixo teor de proteina em comparagdo com uma
racdo proteica padrao ou uma ra¢do pobre em proteinas sem suplementacido de protease para
frangos de corte aos 22 dias de idade.

Em contraste, [34] ndo encontraram efeito da adicdo de protease na digestibilidade
dos aminoacidos. Assim como [35], utilizando a protease em ragdes de frangos de corte com
niveis padrdo e menores de proteina, ndo encontraram efeito da adicdo da protease na
digestibilidade dos aminodacidos.

A ragdo com maior nivel de inclusdo da protease (12.000 UP/kg), ndo apresentou o
maior CDIa, uma das hipoteses ¢ que altas dosagens da enzima poderia liberar muitos
aminoacidos, que poderiam competir pelo sitio de absor¢do, causando o fendomeno do
antagonismo, pois alguns aminoacidos apresentam afinidade por mais de um carreador, da
mesma forma, dois aminodcidos estruturalmente relacionados podem competir pelo mesmo
carreador, resultando em inibi¢do na absor¢ao do AA que estiver em menor concentracao[36].

Apesar da histidina e a metionina nao apresentarem aumento significativo no CDIa
nas ra¢des com reducdo da PB e inclusdo da protease. A adi¢ao da enzima protease contribuiu
para suprir a deficiéncia de PB da ragdo, aumentando a eficiéncia na digestibilidade das fontes
de aminodcidos, restaurando o valor nutricional da ra¢do, no qual o CDIa dos AA com a
inclusdo de 8.000 UP/kg, da metionina (96,82), e da histidina (86,69) foram iguais aos CDIa da
ragdo basal (96,18 e 83,69) respectivamente. Demonstrando que a suplementagdo de protease
em racdes com reducdo da PB, ¢ uma estratégia nutricional, para minimizar os efeitos adversos
da diminuicdo da densidade de nutrientes, ¢ reduzir os custos da alimentacao, sem afetar o

desempenho de frangos.

4.2. Experimento 2

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes niveis de protease no
coeficiente de digestibilidade aparante e estandardizada dos aminoacidos, do milho e farelo de
soja, na fase inicial de frangos.

Os resultados da digestibilidade aparente (CDIa) e estandardizada (CDle) de
aminoacidos do milho, demonstraram que a inclusdo da enzima protease influenciou

positivamente a digestibilidade dos aminoacidos.
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As médias dos CDIa dos 16 aminoacidos determinados para o milho, segundo os
tratamentos experimentais foram: 59,96% na auséncia de protease; e 76,06% e 83,46% nas
dietas suplementadas com 8.000 UP/kg e 12.000 UP/kg respectivamente, o que contribuiu com
o aumento na digestibilidade aparente dos aminoacidos do milho de 16,25 e 23,50%
respectivamente.

Analisando as médias do CDle, dos 16 aminoacidos do milho, segundo os
tratamentos experimentais foram: 74,66% na auséncia de protease; e 80,49% e 89,30% nas
dietas suplementadas com 8.000U e 12.000U de protease respectivamente, o que contribuiu
com o aumento na digestibilidade ileal estandardizada dos aminoacidos do milho de 5,82 e
14,64% respectivamente.

De acordo com [11], a proteina do milho esta distribuida no endosperma, cerca de
80%, denominada de zeina e no gérmen, cerca de 20%, denominada de gluteina. A gluteina
possui alto valor biologico, j4 a zeina possui baixo valor bioldgico, provocado pelo
desequilibrio de aminoéacidos essenciais, pelo alto teor de leucina, isoleucina e fenilalanina e
pela deficiéncia de lisina e treonina.

Os granulos de amido sdo revestidos por uma matriz proteica, cuja fungdo ¢
aumentar a rigidez do endosperma. As proteases podem auxiliar na digestdo da matriz proteica,
melhorando a digestibilidade tanto da energia quanto da proteina. Ou seja, a protease ao
degradar a matriz proteica do endosperma aumentaria a exposi¢ao do amido a amilase enddgena
e, consequente, melhoria na digestdo do amido e da energia [37,38].

Segundo [39], a suplementacdo de enzimas permite a hidrolise das camadas da
aleurona do milho, favorecendo o acesso das enzimas digestivas na hidrolise da proteina,
aumentando a digestibilidade do nitrogénio, refletindo no aumento da digestibilidade dos
nutrientes e da energia. Uma vez que a estrutura do amido no endosperma dos graos e nas
camadas de aleurona sao consideradas como barreiras fisicas a agdo das enzimas digestivas das
aves, devido a limitacdo do contato dessas com as fragdes de proteina e amido [40,41].

A utilizagdo da enzima proteolitica melhorou os coeficientes de digestibilidade da
maioria dos aminoacidos do milho. O milho é deficiente em lisina e treonina, e a inclusdo de
8000 UP/kg e 12000 UP/ kg, aumentou o CDIe da Lys em 3,9% e 19,7% e da treonina em 6,2%
e 17,4%, respectivamente.

A melhoria da digestibilidade da Lys ¢ muito importante. A Lys ¢ classificada como

o segundo AA limitante para frangos. Este AA ¢ utilizado quase que exclusivamente para a
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deposi¢do de proteina corporal, sendo encontrado em maiores propor¢des no musculo do peito
de frangos [42,43].

A melhoria da digestibilidade da treonina também ¢ muito importante. A Tre ¢
considerada o terceiro AA limitante para frangos. E exigido para formagdo da proteina e
manuten¢do do turnover protéico corporal, além de auxiliar na formagao do colageno, e também
esta envolvida em outras fungdes fisiologicas, como a digestdo e imunidade [44,45].

Os resultados da digestibilidade aparente (CDIa) e estandardizada (CDle) de
aminoacidos do farelo de soja na fase inicial para frangos, demonstraram que a inclusdo de
8.000 UP/kg, aumentou a digestibilidade da metionina, triptofano, cistina e acido aspartico. O
farelo de soja ¢ um ingrediente de alto valor alimentar, ja que representa a principal fonte de
proteina e aminoacidos essenciais para 0s animais monogastricos, mas possui baixo coeficiente
de digestiblidade para a metionina, triptofano e valina [31,46,47].

No presente estudo, a suplementagao de 8.000 UP/kg no farelo de soja, promoveu
um maior CDIe da metionina em 1,7% (94,64 vs 96,35) em relagdo a ragdo sem protease. A
melhor digestibilidade da Met ¢ importante, pois ela € o primeiro AA limitante em racdes para
aves a base de milho e farelo de soja, logo a concentragao adequada desses aminoacidos ¢
fundamental para determinar que outros aminoacidos sejam utilizados com eficiéncia na sintese
de proteina [43].

O Triptofano foi o outro AA essencial que teve um maior CDIe no farelo de soja,
com a inclusao de 8000 UP/kg. A protease promove um aumento na digestibilidade do Trp de
1,04% (87,72 vs 88,76). O triptofano ¢ um AA essencial para a sintese de serotonina e sua
deficiéncia pode causar redugdo no consumo de ragdo, com consequente queda no ganho de
peso [43].

A alta digestibilidade inerente do AA do farelo de soja, pode contribuir para a falta
de efeito da enzima protease no aumento dos coeficientes de digestibilidade de outros AA.
Segundo [48], conforme aumenta a digestibilidade inerente, o efeito da protease na
digestibilidade dos aminoécidos diminui. Estudos tém demonstrado que quanto maior a
digestibilidade de um alimento, mais deficiente sera a resposta a uma enzima. logo, o aumento
significativo na digestibilidade da Met, Cys e Trp, e a falta de resultados para a Lys por
exemplo, encontrados nesse estudo podem ser explicados pela alta e baixa digestibilidade

desses aminodacidos no farelo de soja.
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Segundo [49], diferentes estruturas presentes em alimentos distintos determinam
taxas de digestibilidade varidveis para o conteido aminoacidico. Essa diferenca estrutural esta
relacionada com a natureza das inter-relagdes dos aminoacidos que as compoe.

Esses resultados confirmaram relatos de [50], em experimento com galos
cecectomizados, encontraram relagdo entre a digestibilidade e os valores de proteina bruta da
racdo e demonstraram haver influéncia do nivel proteico sobre a digestibilidade das racdes.
Sabe-se também que o efeito das enzimas tende a ser maior quando se trabalha com ingredientes
de baixa digestibilidade.

De forma similar [51], avaliando o complexo enzimético de carboidrase e protease
em ragdes com DDGS de milho, concluiram que o mecanismo de acdo da protease na
digestibilidade de aminoacidos ¢ dependente da qualidade da proteina, e a protease foi a grande
responsavel pelo incremento no coeficiente de digestibilidade de aminoécidos.

No presente estudo, foram obtidas variagdes nos coeficientes de digestibilidade dos
aminodcidos entre os alimentos estudados, mostrando a importancia do perfeito conhecimento
da digestibilidade destes nutrientes para a formulagdo de racdes de baixo custo. Ao analisar os
coeficientes de digestibilidade do milho e do farelo de soja na fase inicial, o milho apresentou
maiores diferencas em seus resultados.

Uma das provaveis explicagdes para essa diferenca na digestibilidade dos
aminodcidos dos ingredientes analisados, em aves na fase inicial de vida, relaciona-se a
caracteristica estrutural da proteina dos alimentos avaliados. Esses maiores valores de
digestibilidade dos aminoécidos determinados para o milho provavelmente foram ocasionados
pela maior concentracdo de enzimas em relacdo ao substrato, pois ragdes/alimentos com
menores porcentagens de proteina bruta apresentam maior digestibilidade da proteina.

Os CDIa e CDIe dos AA dos ingredientes analisados foram superiores ao CDIa dos
AA da ragdo. Resultados semelhates foram encontrados por [52], que ao avaliarem a
digestibilidade ileal aparente e verdadeira de aminoacidos de milho e farelo de soja em ragdes
de frangos de corte demonstraram que o valor real da digestibilidade dos ingredientes (milho e
farelo de soja) tiveram uma subestimagao em relagdo a ragdo completa, demonstrando ainda a
limita¢dao das suposig¢des aritméticas sobre o valor nutricional de ingredientes individuais em
dietas completas.

Poucos trabalhos exploraram o efeito da protease no CDIe de AA para ingredientes
unicos e uma mistura dos mesmos ingredientes (dieta completa). Segundo [52], se o efeito de

uma enzima em um ingrediente individual ndo for traduzivel para uma dieta completa, isso poe
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em duvida muitos dos sistemas de aplicacdo de enzimas usados na formula¢do de rag¢des hoje.
Os valores derivados de estudos de avaliagdo de um tUnico ingrediente pode estar sujeitos a
criticas se ndao puderem ser traduzidos em dietas completas devido a falta de coeréncia
aritmética. No entanto, no presente trabalho, o feito da protease nos ingredientes individuais foi

proporcionalmente previsivel com base no efeito na dieta completa.

5. CONCLUSAO

A inclusdo de protease melhorou significativamente os coeficientes de
digestibilidade dos aminoacidos em frangos na fase inicial. O nivel de 8.000 UP/kg melhorou
significamente o CDIa de AA da racdo com reducdo da fragdo indigestivel de AA, e também o
CDIa CDIe de AA do farelo de soja. O nivel de 12.000 UP/kg aumentou significamente o CDIa
e CDIe de AA do milho. A suplementacao de proteases na racdo de frangos na fase inicial
aumentou a digestibilidade dos aminoécidos, permitindo a redu¢do do custo da alimentacao,

sendo o nivel de 8000 UP/kg recomendado.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

O uso da enzima protease na forma de inclusdo “on the top”, nesse trabalho
demonstrou resultados positivos, indicando o seu uso como aditivo zootécnico em ragdes para
frangos de corte. A melhor absor¢do de nutrientes e no processo de digestdo também foram
constatados pelos resultados de desempenho, mas principalmente no ensaio de digestibilidade.

A suplementagdo da protease mostrou-se mais responsiva na fase pré-inicial,
influencindo o desempenho dos frangos, resultando em melhor peso médio; € mesmo com os
niveis nutricionais reduzidos, conseguiu propiciar o mesmo resultado de desempenho quando
comparado com a ragdo basal, evidenciando a atuagdo da protease na liberacdo de nutrientes.

No periodo total, de um a 42 dias de idade, com base nos resultados para conversao
alimentar, recomenda-se o nivel de 6.243 UP/kg de protease em rag¢des para frangos de corte.
Porém esse nivel ndo foi utilizado no presente estudo, logo mais trabalhos devem ser realizados,
utilizando-se esse e outros niveis de inclusdo da protease para que se obtenha resultados mais
precisos relacionados ao desempenho de frangos.

As informagdes geradas sobre o incremento na digestibilidade ileal dos
aminoacidos dos ingredientes na fase inicial, promovidas pela suplementacdo da enzima
protease, auxilia para entender melhor o efeito da enzima sobre o substrato de cada ingrediente
(milho e farelo de soja), de forma que a matriz nutricional dos ingredientes com protease possa
ser melhor estabelecida. Da mesma forma, que a inclusdo de protease pode auxiliar na reducao
de excrec¢ao de nutrientes nao aproveitados ao ambiente, corroborando com os atuais conceitos
produtivos que visam atendimento dos anseios dos consumidores e o equilibrio ambiental.

O nivel de 8.000 UP/kg a protease apresentou os melhores resultados para os
coeficientes de digestibilidade ileal da racdo e dos ingredientes. Demonstrando assim, que a
inclusao de 8.000 UP/kg facilitou a rapida degradacdo dos fatores antinutricionais presentes nos
alimentos, reduzindo o fluxo de proteina endodgena parcialmente digerida para o intestino
grosso, resultando em maior disponibilidade de aminoacidos e permitindo a redu¢do do custo
da alimentagao.

Assim, os efeitos positivos da protease resultaram em melhora nos parametros de
desempenho e digestibilidade ileal dos aminodacidos, fatores esses que justificam a utilizagdo

deste aditivo nas ragdes para frangos de corte.
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