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RESUMO

Foram realizados dois experimentos com o objetivo de avaliar o efeito da adi¢do da enzima
protease 0,02% (Ronozyme ProAct) em dietas valorizadas a base de milho e farelo de soja para
frangos de corte. Em ambos os experimentos foram utilizados os mesmos tratamentos: T1-
racdo controle, T2- uma valorizagdo da matriz nutricional proposta pela enzima mas sem o
aditivo, T3- o dobro da valorizacdo proposta em T2 sem enzima, T4- T2 com enzima, T5- T3
com enzima. No primeiro experimento, para a determinacdo do desempenho e rendimento de
carcaca e cortes, foram alojados 1200 pintos de corte de 1 dia de idade, distribuidos em
delineamento inteiramente casualizado, totalizando 5 tratamentos, com 8 repeticdes e 30 aves
por box. No segundo experimento para a determinagdo dos coeficientes de metabolizabilidade
e histomorfometria intestinal, foi utilizado o método de coleta total de excretas e coleta dos
seguimentos intestinais em 300 pintos de corte alojados em gaiolas de a¢o galvanizado com 1
dia de idade, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, submetidos a 5
tratamentos e 6 repeticdes de 10 aves cada. Em ambos experimentos, a analise de dados foi
realizada utilizando-se a andlise de variancia (ANOVA). No primeiro experimento, quando 0s
dados foram estatisticamente diferentes a 10% de probabilidade, foram comparados pelo Teste
de Scott Knott e no segundo experimento, quando os dados foram estatisticamente diferentes a
5% foram comparados pelo Teste de Scott Knott. No segundo experimento também foi
realizada andlise multivariada de componentes principais e estimadas as correlacdes de
Pearson. Frangos alimentados com o tratamento de uma valorizacdo e inclusdo da protease
obtiveram o mesmo peso final e ganho de peso do tratamento controle até os 35 dias de idade.
As aves que receberam o tratamento controle apresentaram maior rendimento de carcaga, e no
peso dos cortes, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos com protease. As dietas
que continham protease apresentaram maior coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS) e coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio (CMN), demonstrando que a
suplementacédo da enzima foi eficaz. Houve maior altura de vilo e relagdo vilo:cripta do ileo em
frangos alimentados com dietas suplementadas com protease aos 7 dias de idade, entretanto,
aos 21 dias a inclusédo da protease néo foi superior ao tratamento controle. Foi observado forte
correlacdo positiva e significativa entre as varidveis de metabolizabilidade e histomorfometria
intestinal. Portanto, recomenda-se a utilizacdo da protease em dietas para frangos de corte.

Palavras-chave: digestibilidade, desempenho, enzima exdgena, nutricao
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ABSTRACT

Two experiments were carried out to evaluate the effect of the addition of 0.02% protease
enzyme (Ronozyme ProAct) on diets based on corn and soybean meal for broilers. In both
experiments, the same treatments used: T1- control ration, T2- a value of the nutritional matrix
proposed by the enzyme but without the additive, T3- twice the value proposed in T2 without
enzyme, T4- T2 with enzyme, T5- T3 with enzyme. In the first experiment, to determine the
performance and yield of carcass and cuts were housed 1200 broiler chicks of 1 day of age,
distributed in a completely randomized design, totaling 5 treatments, with 8 replicates and 30
birds per box. In the second experiment for the determination of metabolizable coefficients and
intestinal histomorphometry, the method of total collection of excreta and intestinal tract
collection was used in 300 chicks housed in galvanized steel cages at 1 day of age, distributed
in a completely randomized design , submitted to 5 treatments and 6 replicates of 10 birds each.
In both experiments, data analysis was perform using analysis of variance (ANOVA). In the
first experiment, when the data were statistically different at 10% probability, they were
compared by the Scott Knott Test and in the second experiment, when the data were statistically
different at 5%, they were compared by the Scott Knott Test. In the second experiment we also
performed a multivariate analysis of the main components and estimated the Pearson
correlations. Chickens fed the one valued with enzyme treatment obtained the same final weight
and weight gain as the control until 35 days of age.The birds that received the control treatment
presented higher carcass yield, and in the weight of the cuts, there were no statistical differences
between the protease treatments. Diets with protease showed higher dry matter metabolizable
coefficient and nitrogen metabolizable coefficient, demonstrating that enzyme supplementation
was effective. There was higher villus height and villus ratio: ileus crypt in broilers fed diets
supplemented with protease at 7 days of age, however, at 21 days protease inclusion was not
superior to the control treatment. A strong positive and significant correlation was observe
between metabolizable and intestinal histomorphometry variables. Therefore, recommended to
use protease in broiler diets.

Keywords: digestibility, exogenous enzyme, nutrition, performance
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CAPITULO 1. CONSIDERACOES INICIAIS

O crescimento da avicultura ocorreu principalmente pelo melhoramento genético
que aliado a nutrigdo, técnicas de biosseguridade, ambiéncia e manejo especifico permitiu ao
frango de corte maior ganho de peso, melhor rendimento de carcaca e eficiéncia alimentar num
menor periodo de criacdo. Porém, a melhora destes indices produtivos levou a exigéncia de
maior aporte nutricional, principalmente em energia e proteina. Os custos com alimentacédo
estdo em torno de 60 a 75% e a proteina contribui com cerca de 45% dos custos totais da rag&o.

A principal fonte de proteina atualmente utilizada nas dietas € o farelo de soja, e é
um ingrediente considerado oneroso para o custo final da dieta. Completa-se com esse fato, que
varidveis quantidades de proteina bruta e aminoacidos podem ser encontrados no ileo e na
excreta das aves®, sugerindo uma incompleta digesto e absorcao, justificado pela ndo producéo
ou producdo insuficiente de determinadas enzimas necessarias para quebra de ligacGes, além
dos fatores antinutricionais presentes nos alimentos que indisponibilizam a utilizacdo de energia
e nutrientes pelo animal. Uma das alternativas para aumentar a metabolizabilidade e absorcéo
de proteinas no trato gastrointestinal das aves é a inclusdo de enzima protease nas dietas.

Nos Ultimos anos, o uso de enzimas evoluiu consideravelmente em funcdo do custo
crescente dos ingredientes das formulacgdes para as aves e pelo aumento da oferta de produtos
gue atuam em diferentes substratos. Em dietas formuladas com milho e farelo de soja existem
varias oportunidades para ganho de eficiéncia.

Numerosos estudos com suplementacdo enzimatica em dietas de aves tém sido
publicados recentemente, principalmente com frangos de corte, entretanto, poucos estudos tem
sido publicados usando enzimas monocomponentes. Os principais efeitos benéficos da
suplementacédo de proteases nas dietas sdo a melhora do desempenho dos animais e aumento da
digestibilidade aparente da proteina bruta e dos aminoécidos, a reducdo ou eliminacdo dos
fatores antinutricionais presentes nos graos, a potencializacao da agédo das proteases endogenas
e a diminuicéo da poluigdo ambiental causado pelos nutrientes excretados®.

Deste modo, objetivou-se avaliar dietas valorizadas, suplementadas ou ndo por
enzima protease (0,02%) nos parametros de desempenho, rendimento de cortes comerciais,

metabolizabilidade dos nutrientes e histomorfometria intestinal de frangos de corte.
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FISIOLOGIA DA DIGESTAO PROTEICA DAS AVES

A digestdo proteica do frango de corte inicia-se no proventriculo. Esse 6rgdo secreta
acido cloridrico e pepsinogénio produzido nas células parietais e principais. O acido ou a
pepsina transformam o pepsinogénio em pepsina (forma ativa) e o pH acido é o ideal para a
enzima funcionar. Portanto, no proventiculo, as proteinas em meio acido se desnaturam e
sofrem a acéo da pepsina®. A pepsina é uma endopeptidase, que cliva rapidamente residuos de
fenilalanina, triptofano e leucina, ja os residuos de acido glutdmico, acido aspartico, cistina e
alanina sdo pontos de clivagem mais lentos. O aminoacido-alvo é clivado na extremidade
nitrogénio ou carboxila®.

Através da motilidade proventriculo-moela, o alimento vai sendo triturado e
digerido, dessa forma, as proteinas parcialmente digeridas passam para o duodeno. A eficacia
da digestdo 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 é
aumentado no duodeno®.

A chegada da ingesta no duodeno vai estimular a producdo de hormonios (gastrina,
colecistoquinina, secretina) e estes a liberacdo da bile e do suco pancreatico (rico em proteases,
carboidrases, lipases e bicarbonato de sddio), pelo figado e pelo pancreas, respectivamente’. As
proteases que agem no intestino delgado podem ser divididas em trés grupos: endopeptidases e
exopeptidases secretadas pelo pancreas, e aminopeptidases secretadas pela mucosa intestinal®.
As principais enzimas proteoliticas do pancreas sao: tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidades
Ae B eelastase. O pancreas secreta zimogénios inativos que serdo ativados no limen intestinal.
O tripsinogénio € ativado pela enterogquinase secretada pelo préprio intestino, transformando-
se em tripsina que autorregula a ativagdo do tripsinogénio, bem como os demais zimogénios®.

A tripsina, a quimiotripsina e a elastase sdo endopeptidades que atuam no interior
da cadeia, produzindo varios oligopeptideos, ja as carboxipeptidases A e B, sdo exopeptidases
que hidrolisam a proteina pelos aminoéacidos da extremidade carboxi-terminal®.

A digestdo proteica no intestino delgado é muito mais rapida e intensa devido a
acao das enzimas pancreaticas responsaveis pela digestdo no Iimen intestinal e pelas enzimas
presentes na mucosa intestinal. Porem ha evidéncias que pequenas por¢des peptidicas séo
resistentes a hidrolise luminal. A digestdo dos peptideos provenientes da acdo das enzimas
gastricas e pancreaticas até aminoacidos sdo completadas pelas multiplas peptidases produzidas

pelas celulas das vilosidades das porcdes inicias do intestino delgado. As peptidases mais
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importantes sdo as aminopolipeptidases e as dipeptidases, que desdobram o0s peptideos
remanescentes em tripeptideos e dipeptideos e alguns aminoéacidos®®.

ENZIMAS

Biologicamente, enzimas sdo proteinas globulares especificas, com uma complexa
estrutura tridimensional, que funcionam como catalisadores biologicos de determinado
substrato, funcionando em solucdes aquosas sob condi¢bes Otimas de temperatura, pH e
umidade™?.

Uma enzima exogena, € definida como um aditivo contendo material enzimatico
processado e padronizado, formado com a finalidade de ser comercializado para uso em
alimentos ou matérias primas para consumo animal*2. As enzimas exdgenas utilizadas nas
racOes avicolas sdo produzidas industrialmente em laboratérios por meio de culturas aerobias,
sendo derivadas principalmente da fermentagdo bacteriana, ou fungica ou de leveduras
destacando-se bactérias do género Bacillus e fungos do género Aspergillust®.

No Brasil, 0 uso de enzimas exogenas iniciou-se devido ao custo elevado das fontes
de fosforo e a viabilidade econdmica da enzima fitase. Posteriormente, outras enzimas como as
proteases e carboidrases comecaram a ser adicionadas nas ragdes de frangos visando
complementar as enzimas que sdo produzidas pelo préprio animal, melhorando o
aproveitamento dos nutrientes e a eficiéncia nutricional da ra¢do ocasionando em reducdo no
custo de producdo’. As carboidrases compreendem as amilases, pectinases, B-glucanases,
arabinoxilanases, celulases e hemicelulases, que possuem como substratos, respectivamente, o
amido, pectinas, -glucanos, arabinoxilanos, celulose e hemicelulose. As proteases, por sua vez,
incluem as proteases acidas e alcalinas, cujos substratos especificos sdo as proteinas®®.

Para se obter melhores resultados com a suplementacdo enzimatica, as enzimas
utilizadas precisam ser capazes de resistir a condi¢des desfavoraveis durante o processo de
preparacdes das ragdes que possui alteracdes de temperatura e umidade na peletizacao, extrusdo
e no armazenamento'®. Sabendo disso, a termoestabilidade da enzima é um fator que afeta sua
acdo catalitica, pois depende do tipo de micro-organismo que produz a enzima, sendo menos
resistentes (até 75°C) aquelas produzidas por fungos e mais resistentes (80 a 90°C) as
produzidas por bactérias'’. Outro ponto a ser considerado, € a resisténcia da enzima no trato
gastrointestinal dos animais, ja que ocorre acdo das enzimas proteoliticas e do acido cloridrico
no estdbmago, alta variagdo de pH e umidade, presenca de co-enzimas e inibidores no local em

que ocorrera a reacao e concentragio do substrato e da enzima®®*®. O conhecimento do substrato
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é fator chave na utilizagdo de enzimas, por isso a suplementacao deve ser direcionada em fases
especificas que contenham quantidade de substrato passivel de atuacio por parte das mesmas?.
O grau de melhora a ser obtido com a inclusdo de enzimas na dieta também depende de diversos
fatores que afetam a digestibilidade dos ingredientes, dentre os principais, a espécie do animal
(aves respondem melhor a inclusdo que suinos), a idade do animal, condicdo sanitéria, sistema
de criacdo, concentracdo de enzimas utilizadas, tipo de matéria prima das ragdes, producao de
enzimas endogenas e a capacidade de ingestdo de racao.

Existem trés formas de se adicionar enzimas nas racfes, a primeira € conhecida
como “over the top”, que consiste em suplementar a enzima sobre uma formulagdo padrao, sem
alterar os niveis nutricionais da dieta?'. A adico da enzima dessa forma aumentara o custo de
formulacdo, uma vez que se o animal estiver com suas exigéncias nutricionais supridas pela
racdo, a adicdo da enzima produzird um excesso de nutrientes que se forem aproveitados pelo
animal serdo convertidos em gordura ou serdo excretados??. A outra forma da inclusdo das
enzimas consiste adicionar enzimas exdgenas em dietas com nutrientes reduzidos, onde a
adicdo das enzimas ird restaurar o valor nutricional da dieta padrdo, obtendo 0 mesmo
desempenho de uma dieta com o0s niveis nutricionais recomendados, visando assim, a
diminuic&o no custo das formulagtes?.

Alguns estudos que demonstram a utilizagdo de enzimas nas dietas, comprovam
que seus efeitos sdo mais pronunciados quando as dietas sdo formuladas com baixos niveis de
proteina?®. A terceira forma de se adicionar enzima nas dietas considera superestimacio de um
nutriente, porém mais comumente de energia metabolizavel de um ou mais ingredientes da
racido para adicio da enzima exdgena?*. Deve-se, portanto, ter cautela com a forma de
suplementagdo escolhida para que a enzima possa exercer seu efeito eficientemente®,

Segundo Bedford e Partridge®®, os beneficios de se incluir enzimas na ragéo sio:

e A melhora na eficiéncia alimentar e reducdo do custo pela destrui¢éo dos fatores anti-
nutricionais, tornando os nutrientes mais disponiveis para absorcao;

e a melhora da absor¢do de nutrientes, reduzindo o volume de excreta produzida e
diminuindo a excrecdo de fosforo e nitrogénio;

e a reducdo da variagdo nutricional nos ingredientes alimentares, resultando em
crescimento animal mais uniforme e produgéo de ovos;

e a mantenca da saude intestinal - ao melhorar a digestibilidade dos nutrientes, poucos
nutrientes estdo disponiveis no intestino dos animais para o potencial crescimento de bactérias

causadoras de doencas.
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Diversos estudos avaliam a inclusdo de enzimas em programas enzimaticos, onde
sdo adicionados blends, ou seja, misturas de diversas enzimas?. Esses trabalhos encontram
efeitos satisfatdrios na digestibilidade e no desempenho do animal, pois ha um efeito sinérgico
entre as enzimas, como por exemplo, o uso da xilanase, que diminui a viscosidade da dieta,
possibilitando maior superficie de contato da digesta e agdo das demais enzimas8. Carvalho et
al.?’, trabalhando com enzimas (xilanase, amilase e protease), em dietas para frangos a base de
milho e farelo de soja, ainda com inclusdo de farinha de carne e 0ssos, encontraram que 0S
melhores resultados de conversédo alimentar foram obtidos com o uso de complexo enzimatico
principalmente na recuperagdo do desempenho das aves alimentadas com ragdes com 3%
menos energia metabolizavel.

Apesar se haver grandes efeitos na utilizacdo de blends, torna-se necessario o
estudo de enzimas monocomponentes, para se conhecer o real efeito isolado de cada uma e até

onde os seus efeitos podem ser considerados.

PROTEASE

Proteases sdo enzimas que degradam proteina, sdo produzidas de forma enddgena
pelos animais e de forma exdgena por microrganismos. Na forma exdgena, séo adicionadas as
racOes experimentais como aditivos alimentares. As proteases exdgenas podem ser produzidas
por diversos microrganismos, como bactérias?® e fungos?®. As proteases podem ser classificadas
em trés grupos: proteases acidas, com atividade em pH variando de 2,0 a 5,0; as neutras, com
atividade 6tima em pH entre 6,0 e 9,0; e as alcalinas, com atividade entre pH 9,0 e 11,0%.
Entretanto, Pant et al.3! consideram as proteases com pH 6timo de 7,4 como alcalinas.

A maioria das pesquisas realizadas, especificamente com frangos de corte, utilizam
proteases exogenas de serina, tais como as enzimas enddgenas, quimiotripsina, tripsina e
elastase. Entretanto, diferem dessas por serem endopeptidases relativamente sem especificidade
quanto a hidrolise de ligacOes peptidicas e, portanto, com potencial de acdo sobre todas as
proteinas®?. Ghazi et al.*3, observaram diferencas entre fontes de protease, e, que estas proteases
poderiam aumentar a energia metabolizavel verdadeira e a digestibilidade de nitrogénio em
frangos. Ghazi et al.**, notaram melhora no desempenho de frangos de corte quando incluiram
uma protease especifica (produzida a partir de cepas de Aspergillus) em dietas a base de farelo
de soja. No entanto, o desempenho das aves ndo melhorou quando se utilizou outra protease

especifica, produzida a partir de cepas de Bacillus.
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A protease exodgena tem sido alvo de avalia¢Oes cientificas e comerciais de enzimas
nos Ultimos 15-20 anos, mas ficou disponivel como enzima monocomponente apenas nos
Gltimos 5-10 anos*®. A motivacéo para 0 uso de protease exdgena na nutricdo de monogastricos
é tipicamente a reducdo do custo da alimentacdo. Este objetivo geralmente é alcancado com a
diminuicdo de fontes de proteina e amino&cidos de alto custo na dieta com a atribui¢do de uma
matriz de nutrientes na formulagdo com a enzima ao menor custo. Os estudos iniciais sobre a
sua utilizacdo, considerou importante os efeitos positivos no desempenho e rendimento de
carcaca de frangos de corte, seguido pela digestibilidade de nitrogénio. A partir destes
resultados, pesquisadores iniciaram as avaliacfes de digestibilidade ileal de amino&cidos e
nutrientes alternativos®=’. Além disso, avaliaram a interacdo da protease com varios
ingredientes dietéticos.

Recentemente, ha estudos dos demais efeitos resultantes da suplementacdo da
protease, incluindo beneficios ambientais, gerenciamento de lixo, recuperagdo entérica,
uniformidade e estabilidade microbiana. Embora esses efeitos “secundarios” possam ndo ser o
principal motivador para o uso de proteases na producao animal, eles sdo cada vez mais visiveis.
Além disso, as respostas, se entendidas, permitem traducdo positiva para medidas de
produtividade, como consumo de ragio reduzido e ganho de peso aumentado®®,

A origem do efeito benéfico da protease na saude intestinal ndo é clara, mas pode
ser uma combinacao de varios fatores que se interagem. Tais fatores podem incluir uma reducéo
na fermentacdo da proteina no intestino grosso®*“°, hidrélise de fatores antinutricionais e
proteinas antigénicas®**2, uma mudanca no local da digestdo macro-nutriente para segmentos
mais proximais do intestino*?, viscosidade reduzida no limen intestinal*®, retengdo melhorada
de calcio e fosforo*, maior disponibilidade de aminoacidos para a sintese de mucina® e
integridade das vilosidades intestinais**.

A fermentacdo da proteina no trato gastrointestinal distal possui consequéncias
importantes que dependem da extenséo do refluxo e da composicéo de aminoécidos da proteina
fermentada. De acordo com estimativas aproximadas, os lactobacilos do intestino delgado
podem assimilar 3-6% do total de aminoacidos da dieta. Se a proteina é altamente digerivel e
os aminoacidos sdo amplamente absorvidos no intestino delgado superior, local em que o
crescimento bacteriano é suprimido, a proporcao capturada pelo o hospedeiro pode ser maior.
As enzimas exoOgenas que promovem a digestdo protéica proporcionam uma vantagem
competitiva ao frango, oferecendo menor potencial de crescimento para bactérias dependentes
de aminodcidos nos cecos. A fermentacédo de proteinas geram subprodutos que incluem aminas,

indois, fendis, cresol e amoénia, que podem afetar negativamente a satde do hospedeiro ou das
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células®. A fermentacdo de aminoacidos de cadeia ramificada (valina, isoleucina, leucina)
geram acidos graxos de cadeia ramificada tais como isobutirato, isovalerato e 2-metilbutirato.
O metabolismo de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina, triptofano) por bactérias no
intestino produz compostos fendlicos e indolicos. A fermentacdo de mucoproteinas e
aminoacidos que contém enxofre (metionina, cistina e taurina) resulta na producgéo de sulfato
de hidrogénio®. Todas as ac@es para reduzir a quantidade de proteina no ileo também podem
reduzir a producgdo de metabodlitos toxicos de fermentagdo de proteinas no ceco*.

A adicdo de proteases exdgenas aumenta o potencial desejavel para a inativacao de
fatores antinutricionais, como lecitinas, proteinas antigénicas e inibidores de tripsina, presentes,
particularmente, nas leguminosas, podendo também auxiliar na atividade proteolitica das
enzimas endogenas dos animais jovens. Além de auxiliar na inativacdo dos fatores
antinutricionais, podem degradar proteinas de armazenamento como conglicinina, f-
conglicinina e karfirina®,

O envolvimento de mucina nos efeitos da protease exdgena foi demonstrado por
Cowieson e Roos®®. Observou-se correlagdo significativa do efeito da protease e a
digestibilidade de aminoacidos e o perfil de aminoacidos da mucina intestinal. A partir desta
relacdo, é possivel observar que uma parte do efeito benéfico da protease na digestibilidade de
aminoacidos seja obtida pela reducéo na perda de mucoproteina do intestino, colaborando com
a saude intestinal. Peek et al.*® testaram o efeito de uma dieta de milho-trigo-soja suplementada
com protease em frangos de corte desafiados com Eimeria spp. e relataram que a suplementacéo
dietética com protease reduziu o impacto negativo da infeccao por cocidiose no ganho de peso
e a camada de mucina do intestino foi significativamente mais espessa.

Kalmendal e Tauson*®, avaliando dietas para frangos de corte a base de trigo e farelo
de soja suplementadas com anticcocdiano ionéforo e uma serina protease, perceberam que as
dietas suplementadas com protease sem o uso de anticoccidiano aumentou o tamanho do jejuno
e do ileo, isso refletiu em melhor conversdo alimentar da aves.

As proteases aumentam os coeficientes de digestibilidade de diversos
aminoacidos®” e muitas vezes aumentam a digestibilidade de nutrientes ndo-protéicos o que
pode estar associado a mudancas na macroestrutura da matriz do nutriente apds a protedlise,
alteracdo da taxa de passagem do alimento pelo trato gastrointestinal ou melhora da saude
intestinal. Cowieson et al.** observaram que a adi¢do de protease a dietas & base de milho e
farelo de soja aumentou a energia metabolizavel aparente de 3130 kcal/kg para 3261 kcal/kg.
Stefanello et al.*’ relataram que a suplementacdo de uma dieta a base de milho e farelo de soja

para frangos com protease exdgena aumentou significativamente a digestibilidade ileal de Arg,
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Lis, Leu, Treo, e Met em 3,1%, 3,1%, 4,8%, 3,3% e 1,9% respectivamente, e, de energia
metabolizvel aparente de 13,22 MJ/Kg para 13,46 MJ/Kg.

O uso da protease em dietas de frangos de corte pode resultar em beneficio
ambiental, além da reducdo do nitrogénio das excretas, melhora na qualidade da cama e
diminuicdo da aménia. Oxemboll et al.*® demonstraram que a inclusio de protease em dietas de
frango de corte com base de milho e farelo de soja e teor de proteina bruta reduzido, diminuiu
aemissdo de NH3z e NOx nas excretas e quando avaliado o consumo de ragédo, puderam observar
reducéo da eutrofizacdo (g PO4 equivalentes), acidificagdo (g SO4 equivalentes) e aquecimento
global (kg CO2 equivalentes). Leinonen e Williams* relataram que o uso de protease nas dietas
de frangos de corte reduziu os impactos ambientais da producéo das matérias primas utilizadas
nas racdes e na producdo de frangos. Sendo na producdo de frangos, principalmente pela

reducdo das emissdes de amobnia que tem um beneficio substancial na industria avicola.

FATORES QUE AFETAM A UTILIZACAO DA PROTEASE PELAS AVES

A atividade enzimatica é compreendida como a atividade catalitica necessaria para
converter uma quantidade especifica de substrato em uma quantidade especifica de um produto,
por unidade de tempo sob uma condicdo especifica. E neste contexto que as enzimas S&o
avaliadas quanto a sua atividade. Mas, na pratica, as condi¢cdes de tempo de passagem e até
mesmo condicdes fisico-quimicas do trato digestorio dos animais podem sofrer alteracfes, em
consequéncia ao tipo de dieta (granulometria, fibras, extrato etéreo, pH e efeito tampéao do
alimento, dentre outros), condi¢cbes ambientais (alcalose respiratoria e acidose metabdlica),
qualidade fisico-quimica da agua (pH, teor e tipo de minerais presentes), além de outros
aspectos®.

O principal fator que promove a digestibilidade das dietas esta relacionado com a
digestibilidade inerente de aminoacidos na dieta ou do alimento em questdo. Em meta-analise
publicada por Cowieson e Roos®, foi relatado que parte consideravel (47%) da variabilidade
no efeito da protease exdgena na digestibilidade de aminoéacidos ileais foi explicada pela
digestibilidade inerente a dieta controle. Quando a digestibilidade inerente dos aminoacidos na
dieta controle foi superior a 90%, houve melhoria da digestdo de cerca de 2% mediada pela
protease®. 1sso demonstra que um dos fatores que podem determinar a real eficacia da protease
é a qualidade da dieta utilizada. Portanto, refere-se ao maior cuidado que deve-se ter nos
controles de qualidade das fabricas de racéo, na formulag&o das dietas com ingredientes integros

e com alto padréo de qualidade.
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Outros fatores que podem promover o efeito da protease exdgena na digestibilidade
de aminoécidos ileais estdo relacionados com a estrutura terciaria da proteina digerida e as suas
caracteristicas, como por exemplo, globular, fibroso, hidrofébico ou polar etc. e também a
presenca de fatores antinutricionais, que podem alterar o fluxo de proteinas enddgenas®.
Diversos autores discutem os metodos mais eficazes para determinar a digestibilidade de
proteinas e aminoacidos. Ainda ndo se sabe se 0s métodos para determinar a digestibilidade de
proteinas e aminoacidos também sdo os melhores métodos para determinar a eficacia das
proteases exogenas. Hoje, as proteases sdo avaliadas por digestibilidade aparente, padronizada
ou verdadeira de amino&cidos ileais. No entanto, o desenvolvimento de um ensaio mais
adequado para avaliar uma protease deve ser considerado no futuro®?.

Alguns relatos demonstram que a quantidade de energia na dieta e a inclusdo de
6leo afeta a digestibilidade de aminoacidos. Cowieson et al.>?, observaram que a reducgdo da
gordura adicionada em uma dieta inicial de frangos de corte em 20 g/kg resultou em redugéo
significativa (3-4%) na digestibilidade de aminodcidos ileal medida aos 21 dias de idade.
Presumivelmente, a adicdo de 6leo na dietas promove maior tempo de retencdo do alimento no
sistema digestorio, pois, segundo Swenson e Reece®®, a gordura dietética estimula a liberacéo
do horménio colicistoquinina, que diminui a velocidade de esvaziamento do sistema digestorio,
portanto, a gordura adicionada na ragdo aumentara o tempo de exposi¢cdo da proteina dietética
a pepsina e ao HCI, aumentando a conversdo de proteinas de alto peso molecular em
polipeptideos soltveis de menor peso molecular, o que, por sua vez, aumenta disponibilidade
de substrato para acdo das proteases exdgenas e também enddgenas.

O uso da protease em dietas de frangos de corte em doses aumentadas ainda é pouco
estudado, entretanto estudos de Angel et al.3’ e Freitas et al.®® sugerem que os efeitos benéficos
da protease sdo aumentados por elevadas concentragbes de inclusdo de forma linear®’ ou
quadréatica®. A curva de resposta a dose de qualquer enzima estara ligada a disponibilidade de
substrato e o resultado esperado, e € provavel que estas respostas sejam diferentes, de acordo
com a composicao da dieta, a idade da ave, entre outras. No entanto, a maioria das enzimas
exogenas seguem uma curva de resposta a dose linear e é provavel que isso também seja

verdade para a protease exogena®®.
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CAPITULO 2. DESEMPENHO E RENDIMENTO DE CARCACA DE FRANGOS
DE CORTE ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO
PROTEASE COM VALORIZACAO DA MATRIZ NUTRICIONAL

RESUMO

Este estudo foi conduzido para avaliar os efeitos da suplementacdo da enzima protease
monocomponente (Ronozyme ProAct, elaborada a partir de Bacillus licheniformis), no
desempenho e no rendimento de carcaca e cortes, em frangos de corte de 1 a 42 dias de idade,
alimentados com dietas com a valorizacdo da matriz nutricional da enzima a base de milho e
farelo de soja. Foram alojados 1200 pintos de corte em boxes méveis de um galpdo industrial
de pressdo negativa, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, totalizando 5
tratamentos, com 8 repeticdes e 30 aves por box. Os tratamentos foram: T1- racdo controle, T2-
uma valorizacdo da matriz nutricional proposta pela enzima mas sem o aditivo, T3- o dobro da
valorizagdo proposta em T2 sem enzima, T4- T2 com enzima, T5- T3 com enzima. A incluséo
da enzima foi de 0,02%. Foram realizadas as medidas de desempenho com as pesagens dos
frangos e da racéo no dia do alojamento e em todas as semanas subsequentes até os 42 dias de
idade, determinando, peso médio, ganho de peso, consumo de racdo e conversao alimentar. Aos
42 dias, 80 aves foram sacrificadas para realizar o rendimento de carcaca e cortes. A anélise
dos dados foi realizada utilizando-se a andlise de variancia (ANOVA), e quando
estatisticamente diferentes a 10% de probabilidade, foram comparados pelo Teste de Scott
Knott. Frangos alimentados com o tratamento de uma valorizacdo e inclusdo da protease
obtiveram 0 mesmo peso final e ganho de peso do tratamento controle até os 35 dias de idade.
As aves que receberam o tratamento controle apresentaram maior rendimento de carcaca, e no
peso dos cortes, ndo houve diferencas estatisticas entre os tratamentos com protease. Portanto,
recomenda-se a suplementacdo da enzima protease em dietas valorizadas uma vez até a fase de
crescimento de frangos de corte.

Palavras-chave: aves, enzima monocomponente, nutricdo, proteina
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CHAPTER 2. PERFORMANCE AND CARCASS YIELD OF BROILERS FED DIETS
CONTAINING PROTEASE WITH VALUATION OF NUTRITIONAL
MATRIX

ABSTRACT

A study was conducted in order to evaluate the effects of supplementation of a monocomponet
protease enzyme (Ronozyme ProAct, elaborated from Bacillus licheniformis) on performance
and carcass yield and cuts in broiler chickens from 1 to 42 days of age fed diets with the
valorization of the nutritional matrix of the enzyme based on corn and soybean meal. 1200
broilers were housed in a negative pressure industrial shed, distributed in a completely
randomized design, totaling 5 treatments, with 8 replicates and 30 birds per box. The treatments
were: T1- control ration, T2- a value of the nutritional matrix proposed by the enzyme but
without the additive, T3- twice the value proposed in T2 without enzyme, T4- T2 with enzyme,
T5- T3 with enzyme. The inclusion of the enzyme was 0.02%.Performance measurements were
performe with broiler and feed weighing on the day of housung and on all subsequent weeks
up to 42 days of age, determining, mean weight, weight gain, feed intake and feed conversion.
At 42 days, 80 birds sacrificed to perform the carcass yield and cuts. Data analysis performed
using analysis of variance (ANOVA), and when statistically different from 10% probability,
compared by the Scott Knott test. Chickens fed the one valued with protease and inclusion
treatment obtained the same final weight and control weight gain of the control treatment until
35 days of age. The birds that received the control treatment presented higher carcass yield, and
in the weight of the cuts, there were no statistical differences between the protease treatments.
Therefore, it is recommend supplementing the protease enzyme in diets valued once until the
growth stage of broilers.

Key words: poultry, monocomponent enzyme, nutrition, protein
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INTRODUCAO

Em 2017, o produtor de frangos de corte demandou 16,5 milhdes de toneladas de
racOes’. Sabe-se que os gastos com alimentagio giram em torno de 60 a 75% do custo total de
producdo e a fim de diminuir estes custos, pesquisadores buscam alternativas para substituicéo
parcial da matéria-prima e inclusdo de aditivos que otimizem a utilizagdo dos nutrientes da
racdo. Estudos sobre o uso de enzimas exdgenas nas dietas de frangos de corte estdo em
execucdo e muitos produtos comerciais estdo disponiveis na industria de avicultura.

O uso de enzimas exdgenas nas dietas de frangos de corte foi iniciado com a fitase,
seguido pela utilizacdo de blends enziméticos. Blends enzimaticos sdo produtos que contém a
combinacdo de varias enzimas monocomponentes e o emprego destes tem sido proposto em
dietas & base de milho e farelo de soja, no intuito de melhorar o desempenho de aves?. Devido
ao fato das enzimas serem muito especificas, os produtos comerciais que contém apenas uma
enzima ndo sdo considerados suficientes para produzir maximo beneficio, entretanto, ndo se
conhece exatamente o efeito das interacbes entre enzimas, que pode gerar resultados
controversos o uso de complexos enzimaticos®.

De acordo com Marquardt e Bedford*, as caracteristicas desejaveis na producéo de
enzimas sao: atividade altamente especifica; que sejam resistentes a inativacdo por calor, baixo
pH e enzimas proteoliticas, auséncia de interagdes com a matriz do alimento para facilitar a
determinacdo quantitativa de enzima na dieta completa; e especificidade em promover efeitos
esperados.

As proteases produzidas pelo organismo ndo sdo suficientes para otimizar a
utilizacdo de proteinas, visto que valores de digestibilidade de proteina bruta e amino acidos
para frangos de corte, demonstram que grandes quantidades de proteina passam pelo trato
gastrointestinal sem ser digeridas®. Esse fato representa uma oportunidade para a
suplementacdo de protease exdgena nas dietas de frangos de corte. Estudos com esse tipo de
aditivo tem demonstrado uma melhora no desempenho e rendimento de cortes em frangos de
corte®. As hipoteses se referem ao aumento do coeficiente de digestibilidade da proteina e
energia, a diminuicdo dos fatores antinutricionais dos ingredientes utilizados nas matérias-
primas e a melhora na qualidade intestinal.

O presente trabalho foi conduzido para avaliar os efeitos de uma serina protease
monocomponente em dietas valorizadas, no desempenho e no rendimento de cortes comerciais

em frangos de corte.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no Aviario Escola da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Goias, Goiania — Goias, Brasil. O protocolo experimental foi aprovado

pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA, inscrito sob o protocolo n° 003/17.

Manejo experimental e instalagdes

Foram alojados 1200 pintos machos da linhagem Cobb500®, com um dia de idade
e uma média de peso de 42,20g em boxes mdveis compostos de tela plastica resistente e canos
de PVC, com cama de palha de arroz, montados na &rea central em um galpdo industrial com
sete exaustores, sistema de nebulizacéo e entrada de ar com placa evaporativa. A densidade de
alojamento em cada boxe foi de 12 aves/m? (30 aves/Box).

Antes da chegada do lote, 0 galpéo e os boxes moveis e demais equipamentos foram
lavados e desinfetados e deixados em vazio sanitario por um periodo de 15 dias. Cada boxe
possuia uma linha de bebedouro tipo nipple (10 nipples/Box) e um comedouro tubular. As aves
foram vacinadas no incubatdrio comercial contra Marek e bronquite infecciosa e aos 15 dias de
idade foi ministrada a vacina contra Gumboro na agua de bebida. A iluminagdo artificial foi
feita por lampadas de led espalhadas no galpdo. O aquecimento interno do galpéo na fase inicial
foi realizado por aquecedor a Gleo diesel. O manejo diario incluiu o abastecimento dos
comedouros uma vez ao dia e monitoramento da qualidade da agua.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 8
repeticdes de 30 aves cada, totalizando 1200 aves. Aves foram submetidas a dietas com e sem
a adicdo de protease, com e sem a valorizagdo da matriz nutricional da enzima nas dietas e

tratamento controle. A descri¢do dos tratamentos é observada no Quadro 1

QUADRO 1- Descri¢do dos tratamentos experimentais

Tratamentos Descricao
Tl Racéo controle
T2 Racdo com uma valorizagéo da matriz nutricional proposta pela
enzima mas sem o aditivo
T3 Racdo com o dobro da valorizacéo proposta em T2 sem enzima
T4 Ragéo T2 com enzima
T5 Racdo T3 com enzima
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Dietas experimentais

A protease utilizada neste estudo foi uma enzima comercial produzida por
fermentacao submergida de Bacillus licheniformis contendo genes transcritos de Nocardiopsis
prasina. A atividade enzimatica para esta protease é medida em unidades PROT, com uma
unidade definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de p-nitroanilina de 1 uM de
substrato (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pnitroanilina) por minuto a pH 9,0 e 37 ° C.

As dietas experimentais fareladas a base de milho e farelo de soja, suplementos
vitaminicos e mineral e produtos de origem animal foram formuladas segundo exigéncias
nutricionais da S&o Salvador Alimentos SA. As redugbes nutricionais dos tratamentos
experimentais foram realizadas com a valorizacdo de acordo com a matriz nutricional do
produto em uma e duas vezes. As dietas foram calculadas para terem a mesma composicao
nutricional, considerando a enzima como um ingrediente, e nos tratamentos sem a inclusdo da
enzima, a mesma foi substituida por um ingrediente inerte para que ndo ocorresse 0
desbalanceamento da dieta. Nas dietas com uma valorizacéo, foi considerada a matriz conforme
indicada pelo fabricante da enzima (Quadro 2), ja na dieta com duas valorizagdes foi realizada
a multiplicacdo dos valores do Quadro 2 por dois.

Baseado nesses valores, foi adicionada 200 mg/kg (15.000 unidades PROT/Kkg) de

enzima nas ragles experimentais.

QUADRO 2- Matriz de valorizacao da enzima protease

PROACT | PROACT | PROACT
Descricdo Unidade INICIAL CR ABATE
Volume % 100 100 100
Umidade % 2 2 2
Matéria Seca % 98 98 98
Proteina Bruta % 4405 3890 3124
Arginina Digestivel Aves % 236 191 142
Lisina Digestivel Aves % 192 176 146
Metionina Digestivel Aves % 105 90 75
Metionina + Cistina Digestivel Aves % 273 242 173
Treonina Digestivel Aves % 299 275 197
Triptofano Digestivel Aves % 17 15 8
Isoleucina Digestivel Aves % 164 144 108
Leucina Digestivel Aves % 96 89 67
Valina Digestivel Aves % 196 179 124

Fonte: Ronozyme ProAct (DSM).
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TABELA 1- Composicdo percentual e nutricional da ragdo experimental para a fase pre inicial

de frango de corte

. Controle 1 Val. 2 Val. 1 Val. 2 Val.

Ingredientes
s/ protease s/protease c/ protease c/ protease
Milho 56,84 59,12 59,95 59,12 59,95
Farelo soja 34,36 32,31 31,77 32,31 31,77
Oleo de soja 0,53 0,33 0,33 0,33 0,33
Farinha de Carne e Ossos 3,20 3,33 3,66 3,33 3,66
Farinha de visceras 2.80 2,53 2,00 2,53 2,00
Calcario 0,833 0,966 0,966 0,966 0,966
Sal 0,353 0,346 0,353 0,346 0,353
Bicarbonato de sodio 0,158 0,168 0,158 0,168 0,158
DL Met 0,374 0,334 0,282 0,334 0,282
L- Lis HCI 0,158 0,176 0,153 0,176 0,153
Cloreto de Colina 0,058 0,066 0,071 0,066 0,071
L Treonina 0,070 0,037 - 0,037 -
Valina 0,003 - - - -
Fitase 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Prebiotico 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Bacitracina de Zn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Nicarbazina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Premix Vitaminico Inicial® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Mineral? 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Protease* - - - 0,02 0,02
Amido - 0,02 0,04 - 0,02
Total 100 100 100 100 100
Composigédo Nutricional Calculada

Energia Metabolizavel Aves kcal ~ 2.910 2.910 2.910 2.910 2.910
Proteina Bruta % 23,95 23,11 22,23 23,11 22,23
Arginina Digestivel Aves % 1,453 1,416 1,369 1,416 1,369
Lisina Digestivel Aves % 1,290 1,251 1,213 1,251 1,213
Metionina Digestivel Aves % 0,687 0,686 0,665 0,686 0,665
Metionina + Cistina Digestivel % 0,980 0,926 0,871 0,926 0,871
Treonina Digestivel Aves % 0,826 0,766 0,706 0,766 0,706
Triptofano Digestivel Aves % 0,241 0,237 0,234 0,237 0,234
Caélcio % 0,980 0,980 0,980 0,980 0,980
Fasforo Total % 0,713 0,713 0,713 0,713 0,713
Fasforo Disponivel % 0,490 0,490 0,490 0,490 0,490
Balanco Eletrolitico mEq/kg 252 252 252 252 252
Colina ppm 1.800 1.800 1.800 1.800 1.800

1 Val= 1 valorizagdo 2 Val= 2 valoriza¢Ges ‘Suplemento vitaminico (por kg do protudo): vit A, 20.000.000 Ul; vit D3,
5.000.000U1; vit E, 50.000 UI; vit K3, 4.000mg; vit B1, 5.000mg; vit B2, 13.000mg, vit B6, 7.000mg; vit B12, 36.000mcg; &c.
Pant. 30.000mg; &c. Nicot. 84.000mg; &c. Félico, 2.400mg; Biotina 160.000mcg; Antioxidante 166mg; Selénio 600mg.

2Suplemento mineral (kg/produto): Manganés, 150000mg; Zinco, mg; Ferro, 100000mg; Cobre, 16000mg; lodo, 2000mg.

* contribuicdo proposta da matriz nutricional da enzima disponiveis no Quadro 2.



35

TABELA 2- Composigéo percentual e nutricional da ragdo experimental para a fase inicial de

frango de corte

. Controle 1 Val. 2 Val. 1 Val. 2 Val.

Ingredientes
s/ protease s/protease c/ protease c/ protease
Milho 60,80 63,60 66,18 63,60 66,18
Farelo soja 29,88 27,48 25,22 27,48 25,22
Oleo de soja 1,40 0,93 0,53 0,93 0,53
Farinha de Carne e Ossos 2,73 2,80 2,80 2,80 2,80
Farinha de visceras 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Calcario 0,900 0,900 0,966 0,900 0,966
Sal 0,346 0,346 0,306 0,346 0,306
Bicarbonato de sodio 0,070 0,070 0,143 0,070 0,143
DL Met 0,329 0,293 0,256 0,293 0,256
L- Lis HCI 0,160 0,186 0,208 0,186 0,208
Cloreto de Colina 0,068 0,075 0,081 0,075 0,081
L Treonina 0,075 0,048 0,018 0,048 0,018
Fitase 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Prebiotico 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Bacitracina de Zn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Anticoccidiano 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Vitaminico inicialt 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Protease* - - - 0,02 0,02
Amido - 0,02 0,04 - 0,02
Total 100 100 100 100 100
Composicdo Nutricional Calculada

Energia Metabolizavel Aves kcal ~ 3.010 3.010 3.010 3.010 3.010
Proteina Bruta % 22,10 21,21 20,33 21,21 20,33
Arginina Digestivel Aves % 1,409 1,361 1,314 1,361 1,314
Lisina Digestivel Aves % 1,180 1,141 1,103 1,141 1,103
Metionina Digestivel Aves % 0,707 0,686 0,665 0,686 0,665
Metionina + Cistina Digest % 0,980 0,925 0,870 0,925 0,870
Treonina Digestivel Aves % 0,767 0,707 0,647 0,707 0,647
Triptofano Digestivel Aves % 0,241 0,237 0,234 0,237 0,234
Calcio % 0,920 0,920 0,920 0,920 0,920
Fosforo Total % 0,663 0,663 0,663 0,663 0,663
Fdsforo Disponivel % 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450
Balango Eletrolitico mEqg/kg 202 202 202 202 202
Colina ppm 1.780 1.780 1.780 1.780 1.780

1 Val= 1 valorizagdo 2 Val= 2 valorizagdes Suplemento vitaminico (por kg do protudo): vit A, 20.000.000 UI; vit D3,
5.000.000U1; vit E, 50.000 UI; vit K3, 4.000mg; vit B1, 5.000mg; vit B2, 13.000mg, vit B6, 7.000mg; vit B12, 36.000mcg; &c.
Pant. 30.000mg; é&c. Nicot. 84.000mg; ac. Folico, 2.400mg; Biotina 160.000mcg; Antioxidante 166mg; Selénio 600mg.
2Suplemento mineral (por kg do produto): Manganés, 150000mg; Zinco, mg; Ferro, 100000mg; Cobre, 16000mg; lodo,

2000mg.

* contribuicéo proposta da matriz nutricional da enzima disponiveis no Quadro 2.
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TABELA 3- Composicdo percentual e nutricional da ragdo experimental para a fase de

crescimento de frango de corte

) Controle 1 Val. 2 Val.
Ingredientes

1 Val.
s/ protease s/protease c/ protease c/ protease

2 Val.

Milho 68,72 72,11 72,87 72,11 72,87
Farelo soja 20,73 16,97 16,38 16,97 16,38
Oleo de Soja 1,66 1,06 1,00 1,06 1,00
Farinha de Carne e Osso0s 2,13 2,06 2,06 2,06 2,06
Farinha de visceras 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Farinha de Penas 1,53 2,53 2,53 2,53 2,53
Calcario 0,900 0,933 0,933 0,933 0,933
Sal 0,266 0,266 0,266 0,266 0,266
Bicarbonato de sddio 0,140 0,130 0,130 0,130 0,130
DL Met 0,270 0,228 0,184 0,228 0,184
L- Lis HCI 0,247 0,304 0,278 0,304 0,278
Cloreto de Colina 0,068 0,079 0,08 0,079 0,080
L Treonina 0,086 0,059 0,011 0,059 0,011
Fitase 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Prebiotico 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Bacitracina de Zn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Salinomicina 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix vitaminico Cresc.! 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Protease* - - - 0,02 0,02

Amido - 0,02 0,04 - 0,02

Total 100 100 100 100 100

Composicdo Nutricional Calculada

Energia Metabolizavel kcal’lkg ~ 3.170 3.170 3.170 3.170 3.170
Proteina Bruta % 19,45 18,67 17,89 18,67 17,89
Arginina Digestiv Aves % 1,128 1,089 1,051 1,089 1,051
Lisina Digestivel Aves % 1,030 0,994 0,959 0,994 0,959
Metionina Digesti Aves % 0,518 0,500 0,482 0,500 0,482
Metionina + Cist Digest % 0,795 0,746 0,698 0,746 0,698
Treonina Digestiv Aves % 0,680 0,625 0,570 0,625 0,570
TriptofanoDigestAves % 0,175 0,172 0,169 0,172 0,169
Calcio % 0,840 0,840 0,840 0,840 0,840
Fosforo Total % 0,604 0,604 0,604 0,604 0,604
Fdsforo Disponivel % 0,410 0,410 0,410 0,410 0,410
Balango Eletrolitico mEq/kg 177 177 177 177 177

Colina ppm 1.600 1.600 1.600 1.600 1.600

1 Val= 1 valorizagdo 2 Val= 2 valorizacdes Suplemento vitaminico (por kg do protudo): vit A, 16.000.000Ul; vit D3,
3.800.000UI; vit E, 40.000 UI; vit K3, 3.600mg; vit B1, 3.600mg; vit B2, 11.000mg, vit B6, 5.200mg; vit B12, 30.000mcg; ac.
Pant. 26.000mg; &c. Nicot. 70.000mg; &c. Folico, 1.800mg; Biotina 100.000mcg; Antioxidante 166mg; Selénio 600mg.

2Suplemento mineral (por kg do produto): Manganés, 150000mg; Zinco, mg; Ferro, 100000mg; Cobre, 16000mg; lodo,

2000mg.

* contribuicdo proposta da matriz nutricional da enzima disponiveis no Quadro 2.
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TABELA 4- Composigdo percentual e nutricional da ragéo experimental para a fase de abate

de frango de corte

. Controle 1 Val. 2 Val. 1 Val. 2 Val.

Ingredientes
s/ protease s/protease c/ protease c/ protease
Milho 70,36 71,87 72,52 71,87 72,52
Farelo soja 19,12 16,69 16,17 16,69 16,17
Oleo de Soja 2,33 2,00 1,93 2,00 1,93
Farinha de Carne e Ossos 1,46 1,26 1,26 1,26 1,26
Farinha de visceras 3,00 3,53 3,53 3,53 3,53
Farinha de Penas 1,60 2,53 2,53 2,53 2,53
Calcario 0,900 0,966 0,966 0,966 0,966
Sal 0,260 0,273 0,273 0,273 0,273
Bicarbonato de sodio 0,150 0,130 0,130 0,130 0,130
DL Met 0,233 0,182 0,143 0,182 0,143
L- Lis HCI 0,208 0,216 0,192 0,216 0,192
Cloreto de Colina 0,052 0,055 0,056 0,055 0,056
L Treonina 0,070 0,024 - 0,024 -
Fitase 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Prebidtico 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Bacitracina de Zn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Salinomicina 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Vitaminico Abate! 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Protease* - - - 0,02 0,02
Amido - 0,02 0,04 - 0,02
Total 100 100 100 100 100
Composicao Nutricional Calculada

Energia Metabolizavel Ave kcal 3.230,00 3.230,00 3.230,00 3.230,00 3.230,00
Proteina Bruta % 18,50 17,87 17,25 17,87 17,25
Arginina Digest Aves % 1,040 1,011 0,983 1,011 0,983
Lisina Digestivel Aves % 0,950 0,920 0,891 0,920 0,891
Metionina Digest Aves % 0,512 0,497 0,482 0,497 0,482
Metionina + CistDigest % 0,742 0,707 0,672 0,707 0,672
Treonina Digest Aves % 0,636 0,596 0,557 0,596 0,557
TriptofanoDigest Aves % 0,165 0,163 0,161 0,163 0,161
Calcio % 0,770 0,770 0,770 0,770 0,770
Fosforo Total % 0,560 0,560 0,560 0,560 0,560
Fosforo Disponivel % 0,370 0,370 0,370 0,370 0,370
Balango Eletrolitico mEq/kg 179 179 179 179 179
Colina ppm 1.450 1.450 1.450 1.450 1.450

1 Val= 1 valorizacdo 2 Val= 2 valorizagdes *Suplemento vitaminico (por kg do protudo): vit A, 8.000.000Ul; vit D3,
1.600.000UlI; vit E, 16.000 Ul; vit K3, 2.000mg; vit B1, 2.000mg; vit B2, 6.000mg, vit B6, 3.000mg; vit B12, 14.000mcg; ac.
Pant. 18.000mg; ac. Nicot. 50.000mg; ac. Folico, 900mg; Biotina 40.000mcg; Antioxidante 166mg; Selénio 400mg.

2Suplemento mineral (por kg do produto): Manganés, 150000mg; Zinco, mg; Ferro, 100000mg; Cobre, 16000mg; lodo,

2000mg.

* contribuicdo proposta da matriz nutricional da enzima disponiveis no Quadro 2.
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Medidas de desempenho

No decorrer do experimento, foram realizadas pesagens no 1, 7, 14, 21, 35 e 42 dias
de idade dos frangos, aléem da pesagem da racéo fornecida e sobra e registro da mortalidade
diaria com o peso dos frangos mortos.

As variaveis de desempenho zootécnicas avaliadas no experimento foram:

e Peso medio (kg), calculado pelo peso total dos frangos da parcela, dividido pelo nimero de
frangos;

e Ganho de peso (kg), que é a diferenca entre o peso médio inicial e o peso médio final dos
frangos obtido pelas pesagens, durante o experimento e no periodo total;

e Consumo de racdo (kg), dado pela diferenca entre os valores de racdo oferecida no inicio e
as sobras ao final, sendo contabilizado o numero de frangos mortos como critério para
correcdo dos valores do consumo e

e Conversdo alimentar (g/g), resultado da relacdo entre ganho de peso e consumo de ragéo,

corrigido pelo peso dos frangos mortos em cada periodo experimental.

Rendimento de carcaca e cortes

Aos 42 dias de idade, um total de 80 aves, duas aves por repeticdo representantes
do peso médio da unidade foram selecionadas e abatidas, apds jejum de 8 horas. As aves foram
abatidas através de corte na artéria jugular apds insensibilizacdo por corrente elétrica e, em
seguida, procedida a sangria, escaldagem, depena e evisceracdo. As carcacas quentes foram
pesadas e, em seguida, realizados os cortes para se avaliar o rendimento da carcaca, das partes
(peito, coxa+sobrecoxa, asa e gordura abdominal) e dos érgdos internos (figado, moela e
coracao).

O rendimento de carcaca foi calculado em relacdo ao peso vivo, sendo:

%RC = (peso carcaca x 100 / peso vivo)

O rendimento das partes da carcaca, peito, coxa e sobrecoxa, asa e gordura

abdominal em funcgéo do peso da carcaca:

%RP = (peso da parte x 100 / peso carcaga).

As medidas da carcaga foram tomadas sem cabeca e pés.
Foi realizada também a pesagem em balanca de preciséo (0,001g) do coracéo,

figado e moela das aves.
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Analise estatistica dos dados

A andlise dos dados foi realizada utilizando-se a anélise de variancia (ANOVA) e
os dados, quando estatisticamente diferentes a 10% de probabilidade, foram comparados pelo
Teste de Scott Knott. Para auxilio nas anélises estatisticas utilizou-se o software R’ e pacote

easyanova®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 5, sdo apresentados os resultados de desempenho de 1 a 7 dias de idade.
Houve diferencas (p < 0,10) para as variaveis de peso médio final e ganho de peso avaliadas.
Observa-se que 0s tratamentos com uma valorizacao e o controle obtiveram diferenca estatistica
em relacdo aos tratamentos com duas valorizagfes com ou sem a inclusdo da protease.

Nesse caso, sugere-se que a diferenca estatistica se deu pela reducéo nutricional, e,
que a inclusdo da enzima ndo influenciou no desempenho. Esses dados corroboram com
Kamendal e Tauson® que avaliaram dietas a base de milho e farelo de soja suplementadas com
protease e Xilanase para frangos de corte, e, ndo encontraram diferencas estatisticas de 1 a 7
dias de idade no ganho de peso e consumo de racdo. Os resultados também séo confirmados em
Cowieson et al.%, que ndo encontraram diferencas significativas para ganho de peso e consumo
de racdo para frangos de corte alimentados com dietas a base de milho, farelo de soja e farelo

de canola suplementadas com protease até sete dias de idade.

TABELA 5- Médias de peso inicial, peso médio final, ganho de peso, consumo de racdo e

conversdo alimentar no periodo de 1 aos 7 dias de idade

Tratamento PMF(g) GP(Q) CR(g) CA
Controle 174,4a 132,1a 145,2 1,08
1 Valorizagéo s/Protease 171,3a 129,2a 146,0 1,10
2 ValorizagOes s/Protease 167,2b 124,9b 137,6 1,10
1 Valorizag&o c/Protease 171,7a 129,5a 140,8 1,08
2 ValorizagOes c/Protease 168,7b 126,6b 146,6 1,12
Valor de p 0,08 0,07 0,46 0,38
CV (%) 3,06 4,03 8,02 4,12

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,10).
Legenda: PI (peso inicial), PMF (peso médio final), GP (ganho de peso), CR (consumo de ragao) e CA (conversdo alimentar=
consumo de ragdo/ Ganho de peso)

Analisando os resultados de desempenho de 1 a 21 dias de idade (Tabela 6),

observam-se diferencas (p < 0,10) para peso médio final e ganho de peso e para as varidveis de
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consumo de racdo e conversdo alimentar ndo se verificou efeito (p>0,10). Aa aves que
consumiram a dieta com uma valorizagdo com a suplementacédo de protease apresentou valores
semelhantes a dieta controle. Isso demonstra que a protease foi eficaz na formulacéo indicada
pelo fabricante (uma valorizacdo + 200 ppm de protease), ja que houve reducao nos niveis de
proteina bruta e aminoacidos, indicando a possivel diminuicéo do custo de producéo sem alterar
0 desempenho. O tratamento com duas valorizagOes e inclusdo da protease obteve resultados
superiores de peso médio final e ganho de peso das aves em relacdo ao tratamento de duas
valorizacdes sem a inclusdo da enzima, isso demonstra que a enzima foi eficaz nesse tratamento,
mas com tal reducdo de proteina bruta, ndo conseguiu se igualar aos tratamentos controle e uma

valorizacéo.

TABELA 6- Médias de peso inicial, peso médio final, ganho de peso, consumo de ragédo e

conversdo alimentar no periodo de 1 a 21 dias de idade

Tratamento PMF(g) GP(9) CR(0) CA
Controle 1015,5a 973,2a 1288,2 1,40
1 Valorizacgéo s/Protease 987,1b 945,0b 1272,8 1,41
2 Valorizages s/Protease 962,2c 919,9¢ 1265,0 1,44
1 Valorizacgdo c/Protease 1002,5a 960,3a 1294,0 1,42
2 ValorizacOes c/Protease 986,6b 944,6b 1262,6 1,41
Valor de p 0,00 0,00 0,71 0,38
CV (%) 1,90 1,99 4,19 3,00

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,10).
Legenda: PI (peso inicial), PMF (peso médio final), GP (ganho de peso), CR (consumo de ragdo) e CA (conversdo alimentar=
consumo de ragdo/ Ganho de peso)

Diversos estudos indicam resultados satisfatérios com a utilizacdo da protease na
fase inicial para frangos de corte'?5, Wang et al.'®, exploraram os efeitos interativos da fonte
de proteina (farelo de soja ou farinha de semente de algodao) e protease exdgena sobre 0
desempenho de frangos de corte. Os efeitos da protease foram positivos, embora maiores na
fase inicial (1 a 21 dias) do que na fase final, especialmente para o ganho de peso e consumo
de racdo. Os dados também estdo de acordo com Cowieson et al.*® que encontraram diferencas
estatisticas para ganho de peso de frangos de corte alimentados com dietas a base de milho e
farelo de soja com a suplementacdo de protease tanto no periodo de 14 a 21 dias quanto de 7 a
21 dias. Angel et al.}” avaliaram a sensibilidade a dose da mesma protease utilizada nesse estudo
em pintinhos alimentados com uma dieta a base de milho e farelo de soja que havia sido
reduzida em proteina bruta e aminoacidos digestiveis em cerca de 10%. A adicdo da protease
mono-componente aumentou o ganho de peso de 661g para 708g de uma maneira dose-

dependente, estatisticamente semelhante ao controle. O ganho de peso 6timo e as respostas de
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conversdo alimentar foram melhores na inclusdo de 200 g/t do produto, que é semelhante a dose
utilizada no presente estudo.

Aos 35 dias de idade (Tabela 7), observaram-se diferencas (p < 0,10) para as
variaveis de peso médio final, ganho de peso e conversdo alimentar, e, ndo houve diferenca
(p>0,10) para consumo de racdo. Na fase de crescimento, assim como na fase inicial, o
tratamento com uma valorizacdo e adigdo da enzima obteve o0 mesmo desempenho que o
controle.

Esses resultados também foram encontrados por Kamendal and Tauson®, que
observaram melhora na conversao alimentar em dietas contendo xilanase, protease e na
interacdo entre as duas em relagdo a um tratamento controle aos 34 dias de idade em frangos de
corte e por Fru-Nij et al.1?, avaliando o desempenho de frangos de corte machos e fémeas, com
dietas a base milho e farelo de soja, sem reducéo nutricional, suplementadas a mesma protease
exogena deste estudo, obtiveram aumento do ganho de peso e melhora da conversdo alimentar

nos machos no periodo de 1 a 35 dias de idade das aves.

TABELA 7- Médias de peso inicial, peso médio final, ganho de peso, consumo de racdo e

conversdo alimentar no periodo de 1 a 35 dias de idade

Tratamento PMF(g) GP(0) CR(0) CA
Controle 2407,2a 2364,8a 34489 1,57b
1 Valorizacgdo s/Protease 2321,1b 2279,0b 3435,7 1,59b
2 Valorizages s/Protease 2314,2b 2271,9b 3399,7 1,61a
1 Valorizacgdo c/Protease 2412,2a 2370,6a 3529,1 1,57b
2 Valorizages c/Protease 2312,3b 2270,2b 3429,9 1,61a
Valor de p 0,00 0,00 0,19 0,01
CV (%) 2,71 2,76 2,87 1,82

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,10).
Legenda: PI (peso inicial), PMF (peso médiofinal), GP (ganho de peso), CR (consumo de ragdo) e CA (conversdo alimentar=
consumo de ragdo/ Ganho de peso).

Considerando todo o periodo experimental, 1 a 42 dias (Tabela 8) foram observadas
diferencas (p < 0,10) para as variaveis de peso médio final e ganho de peso avaliadas. Os
resultados nessa fase demonstram que a diferenca estatistica encontrada ocorreu pela
valorizacéo, e ndo pela inclusdo da enzima. Os efeitos mais pronunciados nas fases até 21 e 35
dias, comprovam o fato que a inclusdo de enzimas exdgenas em animais jovens promove
melhoria no aproveitamento de nutrientes, pois esses animais estdo com producédo de enzimas

enddgenas ainda em quantidade insuficiente!?.
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TABELA 8- Médias de peso inicial, peso médio final, ganho de peso, consumo de ragdo e
conversdo alimentar no periodo de 1 a 42 dias de idade

Tratamento PMF(g) GPM(q) CRM(qg) CA

Controle 3219,5a 3177,2a 5038,6 1,67b
1 Valorizagéo s/Protease 3117,5a 3135,4a 5064,5 1,67b
2 ValorizagOes s/Protease 3149,2b 3106,9b 5069,5 1,70b
1 Valorizagéo c/Protease 3193,0a 3150,8a 5160,3 1,68b
2 ValorizagOes c/Protease 3095,1b 3052,9b 5052,4 1,73a
Valor de p 0,07 0,07 0,80 0,01

CV (%) 2,63 2,67 4,19 2,00

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,10).
Legenda: PI (peso inicial), PMF (peso médio final), GP (ganho de peso), CR (consumo de ragéo) e CA (conversdo alimentar=
consumo de racdo/ Ganho de peso).

Ao avaliar os resultados do rendimento de carcaca (Tabela 9) houve diferencas
estatisticas entre os tratamentos. As aves que receberam o tratamento controle apresentaram
maior rendimento de carcacga (p < 0,10) em comparagdo aos demais tratamentos, essa resposta
é possivel pois a dieta controle apresentava o nivel mais alto de proteina bruta,
consequentemente, a inclusdo da enzima protease ndo mostrou respostas. No peso dos 6rgaos
(Tabela 10), ndo observamos diferencas estatisticas (p >0,10). Os resultados deste estudo
concordam com diversos estudos'®?! que ndo constataram diferenca no rendimento de carcaca
e cortes em experimentos executados com aves que receberam tratamentos com inclusédo de
protease. Da mesma forma Freitas et al.*3, ndo encontraram diferencas estatisticas para as
varidveis de rendimento de carcaca, gordura abdominal, peito, coxa e sobrecoxa em frangos

alimentados com diferentes doses de protease.

TABELA 9- Rendimento de Carcaca e Cortes comerciais em relacdo ao peso da carcaca de

frangos alimentados com diferentes valorizacdes e inclusdo de protease aos 42 dias de idade

Tratamento Carc Peito Cx+Sh Asa G.abd
(%) (%) (%) (%) (%)
Controle 72,9a 30,8 33,9 12,1 1,9
1 Valorizagéo s/Protease 72,0b 30,3 34,9 11,7 2,2
2 ValorizagOes s/Protease 72,0b 29,5 34,9 12,3 2,0
1 Valorizag&o c/Protease 71,4b 29,1 35,2 11,8 2,3
2 ValorizagOes c/Protease 72,5b 30,0 34,9 11,0 2,4
Valor de p 0,07 0,13 0,29 0,18 0,19
CV(%) 1,82 5,77 4,34 5,22 24,58

Meédias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,10).
Legenda: Carc (rendimento de carcaca sem cabega, pés e pescogo), C+Sh (coxa e sobrecoxa) e G.abd (gordura abdominal).
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TABELA 10- Peso de 6rgéos de frangos alimentados com diferentes valorizagdes e incluséo de

protease aos 42 dias de idade

Tratamento Figado (g) Moela (g) Coracdo (g)
Controle 54,9 37,7 14,1

1 Valorizagéo s/Protease 55,6 42,1 14,9

2 ValorizagOes s/Protease 53,4 38,8 14,9

1 Valorizagéo c/Protease 55,4 39,7 14,2

2 ValorizagOes c/Protease 52,3 40,1 13,2
Valor de p 0,8767 0,274 0,2209
CV (%) 15,32 12,46 13,78

Meédias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,10).

CONCLUSAO

O peso médio final e ganho de peso das aves foi semelhante ao controle, quando as
aves foram submetidas ao tratamento de uma valorizacdo da matriz nutricional e incluséo de
protease até os 35 dias de idade. A inclusdo da enzima protease ndo melhora o rendimento de

carcaca e cortes.
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CAPITULO 3. HISTOMORFOMETRIA INTESTINAL E METABOLIZABILIDADE
DE NUTRIENTES DE FRANGOS DE CORTE ALIMENTADOS COM
DIETAS CONTENDO PROTEASE E COM VALORIZACAO DA
MATRIZ NUTRICIONAL

RESUMO

Este estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar efeitos da suplementacdo da enzima
protease monocomponente (Ronozyme ProAct, elaborada a partir de Bacillus licheniformis),
na determinagdo dos coeficientes de metabolizabilidade e histomorfometria intestinal em
frangos de corte de 1 a 21 dias de idade, alimentados com dietas valorizadas a base de milho e
farelo de soja. Foram alojados 300 pintos de 1 dia de idade em gaiolas de ago galvanizado
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, submetidos a 5 tratamentos e 6
repeticdes de 10 aves cada. Os tratamentos foram T1- ragdo controle, T2- uma valorizagéo da
matriz nutricional proposta pela enzima mas sem o aditivo, T3- o dobro da valorizacéo proposta
em T2 sem enzima, T4- T2 com enzima, T5- T3 com enzima. A inclusdo da enzima foi de
0,02%. Para a metabolizabilidade dos nutrientes, foi realizada a coleta total de excretas de 17 a
21 dias, sendo determinados o balango de nitrogénio, coeficiente de metabolizabilidade da
matéria seca e do nitrogénio e retencdo de nitrogénio. Para analise do desenvolvimento
intestinal, 60 aves foram eutanasiadas, ao sétimo e 21 dias de idade. Foram colhidos os
segmentos do duodeno, jejuno e ileo para confeccdo de laminas histologicas, que
posteriormente foram fotografadas e medidas. A anélise dos dados foi realizada utilizando-se a
analise de variancia (ANOVA), e quando estatisticamente diferentes a 5% de probabilidade,
foram comparados pelo Teste de Scott Knott. Também foi realizada anélise multivariada de
componentes principais, e, estimadas correlacbes de Pearson entre as varidveis de
metabolizabilidade dos nutrientes e histomorfometria intestinal aos 7 e 21 dias. As dietas que
continham protease apresentaram maior coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS) e coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio (CMN), demonstrando que a
suplementacdo da enzima foi eficaz. Houve maior altura de vilo e relacdo vilo:cripta do ileo em
frangos alimentados com dietas suplementadas com protease aos 7 dias de idade, entretanto,
aos 21 dias a inclusdo da protease ndo foi superior ao tratamento controle. Foi observado forte
correlacdo positiva e significativa entre as variaveis de metabolizabilidade e histomorfometria
intestinal. A inclusdo da protease na dieta melhorou a metabolizabilidade dos nutrientes na fase
inicial e estimulou o desenvolvimento das vilosidades intestinais na fase pré- inicial.

Palavras-chave: digestibilidade, enzima exdgena, histologia
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CHAPTER 3. INTESTINAL HISTOMORPHOMETRY  AND NUTRIENTS
METABOLIZABILITY FOR BROILER DIETS WITH PROTEASE
AND VALUATION OF NUTRITIONAL MATRIX

ABSTRACT

A study was conducted with the objective to evaluate effects of supplementation of a
monocomponent protease enzyme (Ronozyme ProAct, elaborated from Bacillus licheniformis),
in the determination of metabolizable coefficients and intestinal histomorphometry in broilers
from 1 to 21 days of age fed with diets based on corn and soybean meal. A total of 300 chicks
at 1 days old were housed in galvanized steel cages distributed in a completely randomized
design, submitted to 5 treatments and 6 replicates of 10 birds each. The treatments were: T1-
control ration, T2- a value of the nutritional matrix proposed by the enzyme but without the
additive, T3- twice the value proposed in T2 without enzyme, T4- T2 with enzyme, T5- T3 with
enzyme. The inclusion of the enzyme was 0.02%. To determine the metabolizability of
nutrients, total excreta were collect from 17 to 21 days, and the nitrogen balance, dry matter
and nitrogen metabolizable coefficient and nitrogen retention were determined. For analysis of
intestinal development, 60 birds were sacrifice at seventh and 21 days of age. Segments of the
duodenum, jejunum and ileum were collect for the preparation of histological slides, which
were subsequently photograph and measure. The analysis of the data was performed using the
analysis of variance (ANOVA), and when statistically different than 5% probability, were
compared by the Scott Knott test. Multivariate analysis of major components was also perform,
and Pearson correlations estimated between nutrient metabolizable variables and intestinal
histomorphometry at 7 and 21 days. Diets with protease showed higher dry matter
metabolizable coefficient and nitrogen metabolizable coefficient , demonstrating that enzyme
supplementation was effective. There was higher villus height and villus ratio: ileus crypt in
broilers fed diets supplemented with protease at 7 days of age, however, at 21 days protease
inclusion was not superior to the control treatment. A strong positive and significant correlation
was observed between metabolizable and intestinal histomorphometry variables. The inclusion
of protease in the diet improved the metabolizability of the nutrients in the initial phase and
stimulated the development of the intestinal villi in the pre-initial phase.

Key words: digestibility, exogenous enzyme, histology
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INTRODUCAO

Os ingredientes alimentares tém aumentado o0 custo nos ultimos anos,
principalmente dos alimentos proteicos, que possuem alto efeito no custo total de producéo dos
frangos de corte. As preocupacgdes do publico com o impacto ambiental da agricultura e da
producdo animal também levaram a regulamentos que exigem redugdes nas emissoes sdlidas e
gasosas geradas'. Todos esse fatores sugerem uma mudanca na formulacdes nas ragdes das
aves, com a busca de alternativas que visam melhorar o aproveitamento dos nutrientes da dieta.

A utilizacdo das enzimas exdgenas na nutricdo de monogastricos obteve grandes
avancos nas Ultimas décadas, decorrentes principalmente do aumento do niumero de empresas
e produtos lancados no mercado, além do elevado numero de pesquisas realizadas na area
esclarecendo os beneficios da utilizacdo das enzimas na fisiologia da digestdo, na reducédo de
problemas digestivos e na reducdo de efeitos provocados pelos fatores antinutricionais
presentes em alguns tipos de alimentos?.

As proteases exdgenas sao enzimas que degradam proteina, e podem ser produzidas
por micro-organismos ou plantas. Uma protease eficaz pode ndo sé reduzir os custos de
producdo para o produtor, aumentando a eficiéncia da utilizacdo dos alimentos pelos animais,
mas também reduzird o teor total de nitrogénio na excreta, e, assim, atendera a demanda social
por uma diminuigdo da excregdo de nitrogénio®.

Varios modos de acdo potenciais foram sugeridos para explicar os efeitos benéficos
das proteases nas dietas das aves. As proteases podem aumentar a producdo de peptidases
endogenas, reduzindo o requerimento de aminoacidos e energia ou melhorando a
digestibilidade das proteinas e energia. Adicionalmente, podem hidrolisar anti nutrientes
baseados em proteinas, tais como lecitinas ou inibidores da tripsina, melhorando a eficiéncia
com que a ave utiliza aminoacidos*. Ha uma falta consideravel de conhecimento sobre o0 modo
de acdo das proteases exdgenas, por isso recentemente, ha pesquisas sobre a aplicabilidade da
protease para efeitos chamados "extra-proteinaceos", fatores que podem determinar respostas
para melhora da digestibilidade e desempenho dos animais. Ha evidéncia de que as proteases
alterem de forma benéfica a salde intestinal através de mudangas na integridade mucosa
intestinal e transporte de aminoacidos®.

Devido a esses fatores, objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos de uma
serina protease monocomponente, em dietas valorizadas, na metabolizabilidade dos nutrientes
e na histomorfometria intestinal e a correlagéo entre as duas variaveis, de frangos de corte até
21 dias de idade.
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MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no Aviario Experimental da Escola de Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Federal de Goias, Goiania-GO, Brasil. O protocolo experimental foi

aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais/CEUA, inscrito sob o protocolo n° 003/17.

Manejo experimental e instalacdes

Foram alojados 300 pintos machos da linhagem Cobb500, com um dia de idade em
baterias de aco galvanizado de 0,80 x 0,75m, com cinco andares, um bebedouro e um comedouro
linear por divisdo e uma lampada incandescente de 60 w para aquecimento. Cada divisao das
baterias foi equipada com bandejas metalicas e colocadas embaixo das gaiolas, para a retirada das
excretas. Foram utilizadas 30 unidades experimentais, sendo 10 aves por unidade experimental.

Antes da chegada do lote, o galpdo e as gaiolas junto aos equipamentos foram
lavados e desinfetados e deixados em vazio sanitario por um periodo de 15 dias.

O manejo até 21 dias incluiu a limpeza diaria dos bebedouros, com troca de agua,
e abastecimento dos comedouros duas vezes ao dia, além da verificacdo da temperatura e do
manejo de cortinas. O aquecimento interno do galpédo foi monitorado por meio de verificacdo
de temperatura e umidade relativa do ar, de manejo das cortinas de acordo com a temperatura
do ambiente. A iluminag&o foi constante por meio de lampadas incandescentes em cada unidade
experimental.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 6
repeticdes de 10 aves cada, totalizando 300 aves. Aves foram submetidas a dietas com e sem a
adicdo de protease, com e sem a valorizagdo da matriz nutricional da enzima nas dietas e

tratamento controle. A descri¢do dos tratamentos é observada no Quadro 1

QUADRO 1- Descrigdo dos tratamentos experimentais

Tratamentos Descricao
Tl Racéo controle
T2 Racdo com uma valorizagéo da matriz nutricional proposta pela
enzima mas sem o aditivo
T3 Racdo com o dobro da valorizacéo proposta em T2 sem enzima
T4 Racdo T2 com enzima
T5 Racdo T3 com enzima
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Dietas experimentais

A protease utilizada neste estudo foi uma enzima comercial produzida por
fermentacao submergida de Bacillus licheniformis contendo genes transcritos de Nocardiopsis
prasina. A atividade enzimatica para esta protease € medida em unidades PROT, com 1 unidade
definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de p-nitroanilina de 1 uM de substrato
(Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pnitroanilina) por minuto a pH 9,0 e 37 ° C.

As dietas experimentais a base de milho e farelo de soja, suplementos vitaminicos
e mineral e produtos de origem animal foram formuladas segundo exigéncias nutricionais da
Sdo Salvador Alimentos SA. As reducdes nutricionais dos tratamentos experimentais foram
realizadas com a valorizagdo de acordo com a matriz nutricional do produto em uma e duas
vezes. As dietas foram calculadas para terem a mesma composigédo nutricional, considerando a
enzima como um ingrediente, e nos tratamentos sem a inclusdo da enzima, a mesma foi
substituida por um ingrediente inerte para que ndo ocorresse o desbalanceamento da dieta. Nas
dietas com uma valorizacéo, foi considerada a matriz conforme indicada pelo fabricante do
produto (Quadro 2), ja na dieta com duas valorizacdes foi realizada a multiplicacéo dos valores
do Quadro 2 por dois.

Baseado nesses valores, foi adicionada 200 mg/kg (15,000 unidades PROT/kg) de

enzima nas ragles experimentais.

QUADRO 3- Matriz de valorizacao da enzima protease

PROACT | PROACT | PROACT
Descricdo Unidade INICIAL CR ABATE
Volume % 100 100 100
Umidade % 2 2 2
Matéria Seca % 98 98 98
Proteina Bruta % 4405 3890 3124
Arginina Digestivel Aves % 236 191 142
Lisina Digestivel Aves % 192 176 146
Metionina Digestivel Aves % 105 90 75
Metionina + Cistina Digestivel Aves % 273 242 173
Treonina Digestivel Aves % 299 275 197
Triptofano Digestivel Aves % 17 15 8
Isoleucina Digestivel Aves % 164 144 108
Leucina Digestivel Aves % 96 89 67
Valina Digestivel Aves % 196 179 124

Fonte: Ronozyme ProAct (DSM).
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TABELA 11- Composicédo percentual e nutricional da racdo experimental para a fase pré inicial

de frango de corte

. Controle 1 Val. 2 Val. 1 Val. 2 Val.

Ingredientes
s/ protease s/protease c/ protease c/ protease
Milho 56,84 59,12 59,95 59,12 59,95
Farelo soja 34,36 32,31 31,77 32,31 31,77
Oleo de soja 0,53 0,33 0,33 0,33 0,33
Farinha de Carne e Ossos 3,20 3,33 3,66 3,33 3,66
Farinha de visceras 2.80 2,53 2,00 2,53 2,00
Calcario 0,833 0,966 0,966 0,966 0,966
Sal 0,353 0,346 0,353 0,346 0,353
Bicarbonato de sodio 0,158 0,168 0,158 0,168 0,158
DL Met 0,374 0,334 0,282 0,334 0,282
L- Lis HCI 0,158 0,176 0,153 0,176 0,153
Cloreto de Colina 0,058 0,066 0,071 0,066 0,071
L Treonina 0,070 0,037 - 0,037 -
Valina 0,003 - - - -
Fitase 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Prebiotico 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Bacitracina de Zn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Nicarbazina 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Premix Vitaminico Inicial® 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Mineral? 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
Protease* - - - 0,02 0,02
Amido - 0,02 0,04 - 0,02
Total 100 100 100 100 100
Composigédo Nutricional Calculada

Energia Metabolizavel Aves kcal ~ 2.910 2.910 2.910 2.910 2.910
Proteina Bruta % 23,95 23,11 22,23 23,11 22,23
Arginina Digestivel Aves % 1,453 1,416 1,369 1,416 1,369
Lisina Digestivel Aves % 1,290 1,251 1,213 1,251 1,213
Metionina Digestivel Aves % 0,687 0,686 0,665 0,686 0,665
Metionina + Cistina Digestivel % 0,980 0,926 0,871 0,926 0,871
Treonina Digestivel Aves % 0,826 0,766 0,706 0,766 0,706
Triptofano Digestivel Aves % 0,241 0,237 0,234 0,237 0,234
Caélcio % 0,980 0,980 0,980 0,980 0,980
Fdsforo Total % 0,713 0,713 0,713 0,713 0,713
Fasforo Disponivel % 0,490 0,490 0,490 0,490 0,490
Balanco Eletrolitico mEq/kg 252 252 252 252 252
Colina ppm 1.800 1.800 1.800 1.800 1.800

1 Val= 1 valorizagdo 2 Val= 2 valoriza¢Ges ‘Suplemento vitaminico (por kg do protudo): vit A, 20.000.000 Ul; vit D3,
5.000.000U1; vit E, 50.000 UI; vit K3, 4.000mg; vit B1, 5.000mg; vit B2, 13.000mg, vit B6, 7.000mg; vit B12, 36.000mcg; &c.
Pant. 30.000mg; &c. Nicot. 84.000mg; &c. Félico, 2.400mg; Biotina 160.000mcg; Antioxidante 166mg; Selénio 600mg.

2Suplemento mineral (kg/produto): Manganés, 150000mg; Zinco, mg; Ferro, 100000mg; Cobre, 16000mg; lodo, 2000mg.

* contribuicdo proposta da matriz nutricional da enzima disponiveis no Quadro 2.
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TABELA 12- Composicao percentual e nutricional da ragdo experimental para a fase inicial de

frango de corte

. Controle 1 Val. 2 Val. 1 Val. 2 Val.

Ingredientes
s/ protease s/protease c/ protease c/ protease
Milho 60,80 63,60 66,18 63,60 66,18
Farelo soja 29,88 27,48 25,22 27,48 25,22
Oleo de soja 1,40 0,93 0,53 0,93 0,53
Farinha de Carne e Ossos 2,73 2,80 2,80 2,80 2,80
Farinha de visceras 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Calcario 0,900 0,900 0,966 0,900 0,966
Sal 0,346 0,346 0,306 0,346 0,306
Bicarbonato de sodio 0,070 0,070 0,143 0,070 0,143
DL Met 0,329 0,293 0,256 0,293 0,256
L- Lis HCI 0,160 0,186 0,208 0,186 0,208
Cloreto de Colina 0,068 0,075 0,081 0,075 0,081
L Treonina 0,075 0,048 0,018 0,048 0,018
Fitase 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Prebiotico 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Bacitracina de Zn 0,04 0,04 0,04 0,04 0,04
Anticoccidiano 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Vitaminico inicialt 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Premix Mineral? 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Protease* - - - 0,02 0,02
Amido - 0,02 0,04 - 0,02
Total 100 100 100 100 100
Composicdo Nutricional Calculada

Energia Metabolizavel Aves kcal ~ 3.010 3.010 3.010 3.010 3.010
Proteina Bruta % 22,10 21,21 20,33 21,21 20,33
Arginina Digestivel Aves % 1,409 1,361 1,314 1,361 1,314
Lisina Digestivel Aves % 1,180 1,141 1,103 1,141 1,103
Metionina Digestivel Aves % 0,707 0,686 0,665 0,686 0,665
Metionina + Cistina Digest % 0,980 0,925 0,870 0,925 0,870
Treonina Digestivel Aves % 0,767 0,707 0,647 0,707 0,647
Triptofano Digestivel Aves % 0,241 0,237 0,234 0,237 0,234
Calcio % 0,920 0,920 0,920 0,920 0,920
Fosforo Total % 0,663 0,663 0,663 0,663 0,663
Fdsforo Disponivel % 0,450 0,450 0,450 0,450 0,450
Balango Eletrolitico mEqg/kg 202 202 202 202 202
Colina ppm 1.780 1.780 1.780 1.780 1.780

1 Val= 1 valorizagdo 2 Val= 2 valorizagdes ‘Suplemento vitaminico (por kg do protudo): vit A, 20.000.000 UI; vit D3,
5.000.000U1; vit E, 50.000 UI; vit K3, 4.000mg; vit B1, 5.000mg; vit B2, 13.000mg, vit B6, 7.000mg; vit B12, 36.000mcg; &c.
Pant. 30.000mg; &c. Nicot. 84.000mg; ac. Folico, 2.400mg; Biotina 160.000mcg; Antioxidante 166mg; Selénio 600mg.
2Suplemento mineral (por kg do produto): Manganés, 150000mg; Zinco, mg; Ferro, 100000mg; Cobre, 16000mg; lodo,

2000mg.

* contribuicéo proposta da matriz nutricional da enzima disponiveis no Quadro 2.
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Metabolizabilidade dos nutrientes

O ensaio de metabolismo foi realizado na fase inicial (17-21 dias) pelo método da
coleta total de excretas®. As coletas de excretas foram realizadas duas vezes ao dia e
acondicionadas em sacos plésticos identificados, assim como as ra¢des de cada tratamento e
apoOs isso congelados para conservacdo e posteriores analises bromatoldgicas, para a
determinacdo do coeficiente de metabolizacdo da matéria seca, balanco de nitrogénio,
coeficiente de metabolizacdo do nitrogénio, e nitrogénio retido.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Nutricdo Animal do departamento
de Zootecnia da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias. A
quantidade de racdo consumida, peso inicial e final das aves e a quantidade de excreta produzida
em cada unidade experimental, foi devidamente registrada.

As andlises de proteina bruta e matéria seca das racbes e das excretas foram
realizadas em duplicata de acordo com o método preconizado por Silva e Queiroz’. As amostras
foram submetidas a pré-secagem em estufa retilinea de ventilacdo forcada a 55 + 5° C, e,
posteriormente, moidas no moinho tipo Willey. A matéria seca a 105°C foi determinada em
estufa regulada a temperatura de 105°C e foi determinado o nitrogénio total pelo método micro
Kjeldahl” e o resultado multiplicado pelo fator 6,25 para obtencdo do percentual de proteina
bruta. Foram calculados o balango nutricional, como proposto por Matterson et al.8, a retencio
de nitrogénio como proposto por Sakomura e Rostagno® e os coeficientes de metabolizabilidade
como proposto por Batal e Parsons® e Noy e Sklan'®. O coeficiente de metabolizabilidade,

balago de nitrogénio e retencdo de nitrogénio foram determinados pelas férmulas:

CM (%) = Nutriente ingerido - Nutriente excretado x 100/Nutriente ingerido
BN = Nutriente ingerido — Nutriente excretado

Retencdo de N = Nutriente retido/ ganho de peso x 100
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Histomorfometria dos segmentos intestinais

Para andlise do desenvolvimento intestinal, duas aves por tratamento, no total de 60
aves, foram sacrificadas por deslocamento cervical, ao sétimo e 21° dias de idade. Foram
colhidos os segmentos de trés centimetros do duodeno, jejuno e ileo, com posterior abertura da
borda mesentérica, estendidos pela tinica serosa e estirados sobre placa de isopor, presos por
grampos metalicos. Imediatamente apos a coleta, as porcbes de intestino foram lavados em
solucdo fisioldgica e fixados em formol tamponado a 10%.

Decorrido um periodo de 24 a 36 horas, esse material foi recortado, identificado e
acondicionado nos cassetes (pequenas caixas plasticas individuais). Depois foram lavados em
agua corrente por aproximadamente 10 minutos. Apds esse procedimento foi iniciada a
desidratacdo das pecas, utilizando solugées de &lcool 70%, 80% e 90% por 30 minutos em cada
concentracdo, em seguida, ocorreu o processo de desidratacdo com o alcool absoluto (alcool
100%), que foi realizada em trés vezes com duracdo de 40 minutos cada.

Terminada a desidratacdo iniciou-se o processo de clarificagdo com o uso de xilol.
Para tal fase, as amostras foram mergulhadas em solucéo de xilol, por duas vezes, sendo que
em cada solucdo o material ficou mergulhado 30 minutos. Apos esta etapa o material foi
transferido para a parafina | e colocada na estufa a 56°C por 30 minutos. Decorrido o tempo o
material foi novamente transferido para outra vasilha com a parafina Il por mais 40 minutos e
também colocado na estufa a 56°C. Estes materiais foram incluidos em blocos de parafina
histologica laminada a cinco micrdmetros em micrétomo rotativo, utilizando navalhas
descartaveis, e coradas pelo método de Hematoxilina e Eosina (HE)? adotado pelo laboratério
de Patologia da EVZ-UFG.

O exame por microscopia Otica para avaliacdo histologica foi realizado no
Departamento de Patologia Animal da Universidade Federal de Goias com o auxilio de um
microscopio optico de campo claro (Carl Zeiss® modelo Jevenal) acoplado a um sistema de
analisar imagens Axio Vision 3.0 (Zeiss®). As imagens capturadas foram averiguadas
posteriormente pelo software Image J. Foram realizadas 40 medidas de altura de vilosidade e
de profundidade de cripta de cada regido intestinal por 1amina histoldgica (Figuras 1 e 2). As
regides de leitura foram adotadas pelos locais que correspondem a regido basal dos vilos até o
seu apice, e as criptas da sua base até a regido de transicdo vilosidade/criptal®. A relagéo
vilosidade/cripta foi calculada dividindo a altura das vilosidades pela profundidade das criptas.



FIGURA 1 - MensuracOes da altura da vilosidade do duodeno de frangos de corte
machos suplementados com enzima protease na fase pré-inicial e inicial.

Fonte: arquivo pessoal (2017)

FIGURA 2— Mensuracfes da profundidade da cripta do duodeno de frangos de
corte machos suplementados com enzima protease na fase pré-inicial
e inicial.

Fonte: arquivo pessoal (2017)
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Analise estatistica dos dados

A anélise dos dados foi realizada utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) por
meio do software R'*, e os dados, quando estatisticamente diferentes a 5% de probabilidade,
foram comparados pelo Teste de Scott Knott.

Também foi realizada analise multivariada de componentes principais, e, estimadas
correlacbes de Pearson entre as varidveis de metabolizabilidade dos nutrientes e
histomorfometria intestinal aos 7 e 21 dias. As correlacdes de Pearson foram testadas utilizando

o teste t. Para auxilio nas anélises estatisticas utilizou-se o software R* e pacote easyanova®®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 estad demonstrado os resultados de coeficientes de metabolizabilidade
dos nutrientes na fase inicial, no periodo de 17 a 21 dias de vida do frango de corte. Foi
encontrado diferengas estatisticas (p<0,05) para as variaveis de coeficiente de
metabolizabilidade da matéria seca (CMMS) e coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio
(CMN). As aves que consumiram as dietas que possuiam protease apresentaram maior CMN e
CMMS, demonstrando que a suplementacdo da enzima foi eficaz, ja4 que as aves que
consumiram as dietas que possuiam reducdo de proteina bruta e apresentaram valores superiores
de metabolizabilidade comparado a dieta controle. O aumento dos coeficientes de
metabolizabilidade da matéria seca indica maior absorcdo dos nutrientes da dieta’®. Santos'’,
relatou que o aumento do CMMS ¢é explicado pela melhora na digestibilidade de nutrientes,
como proteina bruta e minerais, e no aproveitamento da energia, proporcionados pelas
suplementacOes de enzimas nas dietas.

O aumento do coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio promovido pela
suplementacdo da enzima, pode estar relacionado tanto a menor producdo de aminoacidos
enddgenos quanto a melhor digestdo dos aminoacidos das dietas. Resultados semelhantes a este
estudo foram encontrados por Ghazi et al.#, que avaliaram o potencial de varias proteases para
melhorar o valor nutricional da farinha de soja em frangos de corte. Foram consideradas duas
proteases, uma protease alcalina de Bacillus e uma protease acida de Aspergillus, e observou-
se que, apenas a protease isolada de Aspergillus aumentou a digestibilidade ileal aparente de
nitrogénio. Messias®®, avaliando uma protease de Bacillus licheniformis e seu efeito sobre a

digestibilidade de aminoacidos da soja integral desativada na dieta de frangos de corte,
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observou aumento da digestibilidade aparente e verdadeira dos aminoécidos e da proteina bruta,
quando as dietas continham protease.

As aves dos tratamentos valorizados sem a suplementacdo da protease também
apresentaram diferencas estatisticas (p<0,05) para as variaveis de coeficiente de
metabolizabilidade do nitrogénio (CMN) e coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca
(CMMS). Sugere-se que nesse caso ja que houve reducdo da proteina bruta, sem haver a
suplementacdo da protease, ocorreu ganho compensatorio, principalmente pelo fato que,
guando a dieta foi valorizada uma vez, pode-se observar aumento dos coeficientes comparados
a dieta controle e quando a dieta foi valorizada duas vezes esse ganho compensatério foi ainda
maior, sem alterar a retencdo de nitrogénio. Resultados de ganho compensatério com reducgédo
da proteina bruta nas dietas também foram encontradas por Stringhini et. al.'®, avaliando
diferentes niveis de proteina bruta em dietas a base de milho e farelo de soja para frangos de
corte na fase inicial, observaram aumento da atividade da tripsina no intestino, quando as dietas
possuiam niveis mais baixos de proteina bruta, sem alteracdo da conversao alimentar e ganho

de peso das aves no final do periodo.

TABELA 13- Coeficientes de metabolizabilidade da matéria seca, do nitrogénio, balango de
nitrogénio e nitrogénio retido para ragdes de frangos alimentados com dietas contendo protease
no periodo de 17 a 21 dias de idade

Tratamento Balangpde N  CMN CMMS Ret N (mg N/g
(9) (%) (%) ganho de peso)

Controle 66,5 67,3c 77,1c 31,2

1 Valorizacdo s/Protease 71,3 72,7b 80,9b 33,3

2 ValorizagOes s/Protease 68,6 76,6a 82,9a 33,3

1 Valorizacgdo c/Protease 65,7 75,0a 82,4a 33,4

2 ValorizagOes c/Protease 63,9 76,4a 83,5a 34,8

Valor de p 0,23 0,00 0,00 0,11

CV (%) 7,84 2,74 1,76 6,41

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,05).
Legenda: Balanco de N(Balanco de nitrogénio), CMN (Coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio), CMMS (Coeficiente de
metabolizabilidade da matéria seca) e Ret N (Nitrogénio retido).

Ao avaliar os resultados de altura de vilo, profundidade de cripta e relacdo
vilo:cripta do intestino delgado dos frangos aos 7 dias de idade (Tabela 4), encontramos
diferencas estatisticas (p<0,05) na altura do vilo ¢ na relagao vilo:cripta do ileo. Na fase pré-
inicial, os pintos que se alimentaram do tratamento com duas valorizagdes e inclusdo da

protease apresentaram resultado superior nas vilosidades do ileo em relacéo as aves dos demais
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tratamentos, entretanto, ndo observamos o mesmo resultado nas vilosidades no duodeno e no
jejuno.

TABELA 14- Altura de vilo, profundidade de cripta e relacdo vilo:cripta do intestino delgado
(duodeno, jejuno e ileo) de frangos alimentados com dietas contendo protease aos 7 dias de
idade

Tratamentos Duodeno

Vilo (um) Cripta (um) V:.C
Controle 1046 184 5,7
1 Valorizacéo s/ Protease 1010 194 4,8
2 ValorizagOes s/ Protease 1034 187 5,4
1 Valorizacéo c/ Protease 1053 186 5,7
2 Valorizag0es c/ Protease 1016 202 5,0
Valor de p 0,90 0,30 0,15
CV (%) 8,03 7,83 11,69

Jejuno

Vilo (um) Cripta (um) V:C
Controle 556, 170 3,3
1 Valorizacgéo s/ Protease 573 175 3,3
2 Valorizag0es s/ Protease 570 170 34
1 Valorizacgéo c/ Protease 554 157 34
2 Valorizag0es ¢/ Protease 609 156 4,2
Valor de p 0,40 0,38 0,15
CV (%) 8,36 10,26 14,84

ileo

Vilo (um) Cripta (um) V:C
Controle 4470 146 3,0b
1 Valorizacgéo s/ Protease 484b 147 3,3b
2 Valorizag0es s/ Protease 504b 154 3,2b
1 Valorizacgéo c/ Protease 500b 137 3,2b
2 Valorizag0es c/ Protease 558a 138 4,0a
Valor de p 0,00 0,56 0,00
CV (%) 9,06 12,05 8,88

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,05).

Esse resultado pode ser justificado pela imaturidade do trato gastrointestinal e
limitagdes na producdo enzimatica ap0s a ecloséo do pintainho. A superficie de absorc¢éo e taxa
de proliferacdo dos enterdcitos aumenta apds a eclosdo, sendo esse rapido desenvolvimento
diferente ao longo do intestino delgado. Nitsan et al.?® confirmaram a presenca de
quimiotripsina e de tripsina no pancreas de pintainhos na ecloséo, contudo, as atuacfes de
ambas as enzimas foram baixas até o 5° ou 6° dia de idade quando tiveram um aumento
significativo, sendo o apice da quimiotripsina no 10° dia de vida. Segundo Maiorka et al.?*, o
desenvolvimento da mucosa intestinal é afetado pelas caracteristicas fisicas e nutricionais do

alimento e a flora intestinal. Neste sentido, a inclusdo da enzima protease pode estimular o
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desenvolvimento do ileo. Outro fator é que com a menor quantidade de proteina no ileo,

diminuiu-se a producao de metabolitos toxicos de fermentagdo de proteinas no ceco, reduzindo

a fermentacao cecal, que podem ter permitido o desenvolvimento do intestino nessa regido??.

Alguns estudos demonstram o papel da protease exdgena na morfologia intestinal,

e sdo apresentadas por Wang et al. e Zuo et al**, que observaram aumentos significativos na

altura das vilosidades e diminuig&o na profundidade da cripta quando uma protease exogena foi

adicionada as dietas a base de milho / soja para leitdes recentemente desmamados®* e frangos

de corte?,

TABELA 15- Altura de vilo, profundidade de cripta e relagdo vilo:cripta do intestino delgado

(duodeno, jejuno e ileo) de frangos alimentados com dietas contendo protease aos 21 dias de

idade

Tratamentos Duodeno

Vilo (um) Cripta (um) V:C
Controle 1868 220 8,5
1 Valorizagéo s/ Protease 1924 210 91
2 Valorizages s/ Protease 1848 212 8,8
1 Valorizag&o c/ Protease 1722 205 8,5
2 Valorizag0es ¢/ Protease 1775 234 7,7
Valor de p 0,35 0,36 0,25
CV (%) 9,44 11,60 12,76

Jejuno

Vilo (um) Cripta (um) V:.C
Controle 1146a 175 6,5
1 Valorizagéo s/ Protease 1128a 164 6,8
2 Valorizag0es s/ Protease 994b 165 6,0
1 Valorizacéo c/ Protease 863b 141 6,1
2 Valorizag0es ¢/ Protease 960b 166 5,8
Valor de p 0,04 0,09 0,10
CV (%) 15,47 11,59 10,94
Tratamentos lleo

Vilo (um) Cripta (um) V:.C
Controle 946a 153 6,5
1 Valorizagéo s/ Protease 801b 135 6,4
2 Valorizages s/ Protease 846b 119 6,7
1 Valorizacgéo c/ Protease 818b 127 6,7
2 Valorizages ¢/ Protease 812b 126 6,8
Valor de p 0,02 0,08 0,97
CV (%) 7,36 12,82 11,42

* Médias seguidas de letras distintas, dentro de cada coluna, diferem estatisticamente pelo Teste de Scott Knott * (P<0,05).

J4, aos 21 dias de idade dos frangos (Tabela 5), observou-se diferencas estatisticas

(p<0,05) na altura de vilo do jejuno e do ileo, entretanto, nessa idade em questao, a inclusao da
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protease ndo foi superior ao tratamento controle. As aves geralmente sdo mais responsivas as
dietas na fase inicial da vida do frango, devido o maior desenvolvimento proporcional do
intestino.

Ao analisar os resultados de correlacdo entre as varidveis de histomorfometria
intestinal aos sete dias de idade e de metabolizabilidade dos nutrientes aos 21 dias de idade,
pode-se observar forte correlacdo positiva e significativa entre a altura de vilo do ileo e as
variaveis de CMN (r = 0,85), CMMS (r =0,88) e RETN (r = 0,95). Outra correlacdo importante
estatisticamente significativa que pode ser observada é a de relacdo vilo:cripta do ileo e a
variavel de retencdo de nitrogénio (RETN) (r = 0,85) (Tabela 6 e Figura 3).

Essas correlagfes positivas podem demonstrar que, quanto maior a altura do vilo
do ileo e de sua relagdo vilo:cripta, a absorcéo do intestino esta sendo aumentada, refletindo em
maior metabolizabilidade dos nutrientes. Entretanto estd sendo correlacionado o
desenvolvimento intestinal aos 7 dias e o metabolismo aos 21 dias, isso demonstra que um
maior desenvolvimento intestinal influenciado pela suplementacéo da protease na fase inicial
de vida do frango refletiu em melhores coeficientes de metabolismo aos 21 dias de idade,
reiterando a importancia da suplementacdo de dietas com aditivos na fase inicial. Esses
resultados sdo compativeis com Mori?®, que observou correlagdo positiva entre as variaveis de
metabolizabilidade e os pardmetros morfométricos, indicando que o aumento da altura de
vilosidade implica em aumento da metabolizabilidade do extrato etéreo em frangos de corte

Estudos apontam que a inclusdo da protease em dietas altera a funcionalidade e
fisiologia do trato gastrointestinal em varios fatores fundamentais. Além de melhorar a
integridade e aumento das vilosidades intestinais, a viscosidade é reduzida no limen intestinal®
e h& maior disponibilidade de amino&cidos para a sintese de mucina. Possivelmente, esses
fatores unidos foram capazes de melhorar a metabolizabilidade dos nutrientes no limen
intestinal.

A figura 3 mostra esses resultados, em que esta demonstrado o grafico com os dois
primeiros componentes principais para as varidveis analisadas. Avaliando o primeiro
componente principal, observa-se uma forte correlacdo positiva entre as variaveis de altura de
vilo e relacdo vilo:cripta do ileo e jejuno e profundidade de cripta do duodeno e coeficiente de
metabolizabilidade do nitrogénio, coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca e retencéo
de nitrogénio. Resultados semelhantes foram observados por Odetallah et al.?’, onde a
viscosidade da digesta no jejuno foi reduzida quando a dieta do frango foi suplementada com

queratinase, o que péde melhorar a digestibilidade dos ingredientes das racdes.
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TABELA 16- Matriz de correlacéo entre as varidveis de histomorfometria intestinal aos 7 dias de idade e a metabolizabilidade dos nutrientes aos
21 dias de idade de frangos de corte suplementados com protease.

BN CMN CMMS RETN | ViloD  CriptaD VCD  ViloJ  Criptal VCJ  Vilol Criptal VCI
BN -0,15 -0,18 -0,22 | -0,37 -0,20 -041  -0,33 0,88* -0,72  -0,47 0,68 -0,46
CMN 0,99* 0,90* | -0,28 0,45 -0,36 0,51 -0,48 0,46 0,85** -0,13 0,61
CMMS 0,94* | -0,31 0,52 -0,40 0,55 -0,52 0,50 0,88* -0,22 0,66
RETN -0,53 0,78 -0,60 0,75 -0,56 0,69  0,95* -0,39 0,85**
ViloD -0,82** 0,99* -0,73 -0,25 -0,37  -0,44 -0,11 -0,62
CriptaD -0,81**  0,94* -0,34 0,81 0,79 -0,40 0,94*
VCD -0,69 -0,22 -0,33  -0,47 -0,07 -0,61
ViloJ -0,37 0,89* 0,84** -0,26 0,97*
Criptal -0,72  -0,67 0,83** -0,57
VCJ 0,86** -0,57 0,94*
Vilol -0,42 0,93*
Criptal -0,46
VCI

Legenda BN: (balango de nitrogénio); CMN (coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio); CMMS (Coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca); RETN ( retencdo
de nitrogénio); ViloD (altura de vilo do duodeno); CriptaD (profundidade de cripta do duodeno); VCD (relacéo vilo:cripta do duodeno);ViloJ (altura de vilo do jejuno); Criptal
(profundidade de cripta do jejuno); VCJ (relacéo vilo:cripta do jejuno););Vilol (altura de vilo do ileo); Criptal (profundidade de cripta do ileo); VCI (relagdo vilo:cripta do ileo)
*Medidas de correlagdo > |0,88] estatisticamente significativas a 5% de probabilidade

**Medidas de correlagdo < |0,81] estatisticamente significativas a 10% de probabilidade
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FIGURA 3— Grafico com os dois primeiros componentes principais para as variaveis de
histomorfometria intestinal aos 7 dias de idade e a metabolizabilidade dos nutrientes

aos 21 dias de idade de frangos de corte suplementados com protease.

Legenda BN: (balan¢o de nitrogénio); CMN (coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio); CMMS
(Coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca); RETN ( retencdo de nitrogénio); ViloD (altura de vilo do
duodeno); CriptaD (profundidade de cripta do duodeno); VCD (relacdo vilo:cripta do duodeno);ViloJ (altura de
vilo do jejuno); Criptal (profundidade de cripta do jejuno); VCJ (relagdo vilo:cripta do jejuno););Vilol (altura de
vilo do ileo); Criptal (profundidade de cripta do ileo); VCI (relagéo vilo:cripta do ileo)

Os dados de correlagdo obtidos entre as variaveis na Tabela 7 e Figura 4, indicaram
forte correlacdo positiva significativa para altura de vilo (r = 0,81) e relacdo vilo:cripta (r =
0,93) do duodeno e balan¢o de nitrogénio. A formacado dos tecidos estruturais além de outros
processos nutricionais e metabolicos do organismo das aves depende fundamentalmente das
proteinas?®. O balanco de nitrogénio, quando positivo, indica maior retencdo de nitrogénio no
organismo do animal e consequente deposicdo proteica, isso demostra que quando ha maior
altura de vilo e maior relagdo vilo:cripta no duodeno, h4d o aumento da metabolizabilidade dos
nutrientes e consequente aumento da deposigédo proteica nos tecidos.

A profundidade de cripta do ileo demonstrou forte correlacdo negativa com as
variaveis de CMN (r = -0,98), CMMS (r = -0,96) e RETN (r = -0,91). O desenvolvimento da
mucosa intestinal pode ser avaliado pela altura dos vilos e profundidade da cripta. O conceito

“turnover” se refere a renovagao celular que ocorre no intestino.
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TABELA 17- Matriz de correlacdo entre as variaveis de histomorfometria intestinal e a metabolizabilidade dos nutrientes aos 21 dias de idade de

frangos de corte suplementados com protease com valores da correlagdo na diagonal superior

BN CMN CMMS RETN | ViloD CriptaD VCD ViloJ  Criptal VCJ Vilol Cpriptal VCI
BN -0,15 -0,18 -0,22 | 0,81**  -0,56 0,93* 0,56 0,17 0,77 -0,15 0,04 -0,81**
CMN 0,99* 0,90* -0,47 0,00 -0,20 -0,74 -0,50 -0,69 -0,79 -0,98* 0,65
CMMS 0,94* -0,50 0,03 -0,23 -0,75 -0,52 -0,67 -0,84**  -0,96* 0,64
RETN -0,42 0,24 -0,37 -0,61 -0,41 -0,60 -0,88*  -0,81** 0,54
ViloD -0,05 0,61 0,92 0,70 0,76 0,24 0,41 -0,85**
CriptaD -0,81** 0,14 0,59 -0,44 0,16 0,14 0,35
VCD 0,39 -0,07 0,76 -0,05 0,06 -0,74
ViloJ 0,82** 0,76 0,50 0,72 -0,83**
Criptal 0,25 0,57 0,51 -0,36
VCJ 0,22 0,63 -0,99*
Vilol 0,74 -0,19
Criptal -0,60
VCI

Legenda: BN (balango de nitrogénio); CMN (coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio); CMMS (Coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca); RETN ( retencéo
de nitrogénio); ViloD (altura de vilo do duodeno); CriptaD (profundidade de cripta do duodeno); VCD (relagdo vilo:cripta do duodeno);ViloJ (altura de vilo do jejuno); CriptaJ
(profundidade de cripta do jejuno); VCJ (relacéo vilo:cripta do jejuno););Vilol (altura de vilo do ileo); Criptal (profundidade de cripta do ileo); VCI (relagdo vilo:cripta do ileo)
* Medidas de correlagéo > |0,90| estatisticamente significativas a 5% de probabilidade

** Medidas de correlagéo <|0,81]| estatisticamente significativas a 10% de probabilidade
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Esse processo decorre primariamente de dois eventos citolégicos associados:
renovacao celular (proliferacéo e diferenciacdo), resultante das divisdes mitéticas sofridas por
células localizadas na cripta e ao longo dos vilos, e perda de células (extrusdo), que ocorre
normalmente no apice dos vilos?.

Os sinais da resposta imunoldgica em curso no intestino incluem o aumento da
infiltracdo de leucdcitos na Iamina propria e as mudancas na estrutura do intestino, como a
atrofia das vilosidades e hiperplasia dos enterdcitos nas criptas?®. Nesse caso, a correlagdo entre
as variaveis demonstra que quando ocorrem lesdes no trato gastrointestinal e a profundidade de
cripta aumenta, a restauracdo do epitélio intestinal provoca a diminuicdo da absor¢do dos
nutrientes presentes, resultando em uma redugdo dos coeficientes de metabolizabilidade e
retencdo de nitrogénio.

A Figura 4 demonstra em uma visdo geral, fraca correlacdo entre as variaveis.
Resultado que pode ser justificado pela pouca resposta da inclusdo da protease nas dietas
refletida nas vilosidades intestinais aos 21 dias de idade dos frangos de corte.
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FIGURA 4 - Gréfico com os dois primeiros componentes principais para as variaveis de
histomorfometria intestinal e a metabolizabilidade dos nutrientes aos 21 dias de

idade de frangos de corte suplementados com protease

Legenda BN: (balanco de nitrogénio); CMN (coeficiente de metabolizabilidade do nitrogénio); CMMS
(Coeficiente de metabolizabilidade da matéria seca); RETN ( retencdo de nitrogénio); ViloD (altura de vilo do
duodeno); CriptaD (profundidade de cripta do duodeno); VCD (relacdo vilo:cripta do duodeno);ViloJ (altura de
vilo do jejuno); CriptaJ (profundidade de cripta do jejuno); VCJ (relagdo vilo:cripta do jejuno););Vilol (altura de
vilo do ileo); Criptal (profundidade de cripta do ileo); VCI (relagdo vilo:cripta do ileo)
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CONCLUSAO

Conclui-se que a inclusdo da enzima protease nas dietas de frangos de corte
melhorou a metabolizabilidade dos nutrientes na fase inicial e estimula o desenvolvimento das

vilosidades intestinais na fase pré- inicial.
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CAPITULO 4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta pesquisa indicaram que a protease foi eficaz em dietas de
frangos de corte. A suplementacéo de protease melhorou o desempenho e metabolizabilidade
dos nutrientes comprovando os estudos recentes e aumentando as perspectivas de utilizacao
desta como aditivos

As dietas até a fase de crescimento, valorizadas uma vez com inclusdo de 15,000
unidades PROT/kg apresentaram melhores resultados de desempenho, indicando que em
animais mais jovens o produto se torna mais eficaz, devido provavelmente, a imaturidade do
trato gastrointestinal e de producédo enzimatica.

A inclusdo de protease nas dietas resultou no aumento dos coeficientes de
metabolizabilidade da matéria seca e nitrogénio na fase inicial de criagdo, demonstrando um
aumento da digestdo de aminoacidos e proteina, melhor aproveitamento das dietas pelos
animais e um grande beneficio ambiental, pela diminuicdo da excrecao de nitrogénio pelas aves.
Outro fator importante € a melhora na salde intestinal das aves, indicado pelo aumento das
vilosidades intestinais, representando maior absorgéo dos nutrientes. Esses resultados sao uma
possivel explicacdo da melhora do desempenho.

Sabendo que a proteina é o ingrediente mais oneroso nas dietas animais, o uso da
valorizacdo nutricional demonstra um possivel ganho no custo de producdo, pois hd uma
diminuicédo dos niveis nutricionais da dieta com a inclusdo de uma enzima que visa restaurar 0s
valores da dieta padrdo, resultado este encontrado no presente estudo. Entretanto, a utilizacdo
de duas valorizacBes nutricionais ndo € indicada, visto que os resultados foram inferiores
quando comparados ao tratamento controle e uma valorizagdo. A dieta do experimento em
questdo representa a realidade da nutricdo no Brasil, sendo, portanto, mista de ingredientes
vegetais (milho e farelo de soja), farinhas de origem animal e inclusdo de aminoacidos
sintéticos, demonstrando que o produto se torna bastante eficaz, possibilitando seu uso em

producéo a larga escala.



