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RESUMO

MESSIAS, Rodrigo Knop Guazzi, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
Julho de 2014. AVALIAGAO NUTRICIONAL DE ENZIMAS EXOGENAS EM
DIETAS PARA FRANGOS DE CORTE. Orientador: Luiz Fernando Teixeira
Albino. Coorientadores: Horacio Santiago Rostagno, Melissa Izabel Hannas e
Sergio Luiz de Toledo Barreto.

Foram realizados tréz experimentos para avaliar os efeitos da utilizagdo de
enzimas sobre a digestibilidade de aminoacidos e desempenho de frangos de
corte. O primeiro experimento foi um ensaio de desempenho utilizando 2000
animais de 14 a 28 dias de idade dividido em trés grupos cuja as dietas
tiveram redugbes conforme as recomendacbes das enzimas (Fitase ,
Protease, Fitase + Protease), cada grupo possuia trés tratamentos Controle
Negativo (CN), Cotrole Negativo + Enzima (CNE) Controle Positivo (CP), foi
ainda adicionado um tratamento utilizando os niveis das Tabelas Brasileiras
2011 (Rostagno et. al 2011), totalizando 10 tratamentos com 10 repeticoes e
20 animais por unidade experimental montados em blocos casualizados e
avaliados por meio de contrastes ortogonais. Os tratamentos que receberam
Fitase apresentaram maior (P<0,05) ganho de peso e conversdo alimentar
comparado aos que nao receberam a enzima. Nao houve diferenga (P>0,05)
para ganho de peso nos tratamentos que receberam a protease. A
associagdo das enzimas promoveu melhora de todos os parametros de
desempenho comparados quando comparados ao controle negativo. No
segundo experimento foram realizados 3 ensaios com o objetivo de avaliar a
perda endégena de aminoacidos, a digestibilidade verdadeira de aminoacidos
em um farelo de soja e de uma dieta completa. Cada ensaio utilizou 168
animais divididos em quatro tratamentos: Tratamento controle (sem adi¢ao de
enzimas), Adigado de protease, adigcdo de carboidrase, Associagdo entre as
duas enzimas. cada tratamento possuia 6 repeticbes e 7 aves por unidade
experimental distribuidas em um delineamento inteiramente ao acaso. as
enzimas influenciaram a perda endégena de aminoacido pelas aves, alem de
aumentar a digestibilidade ileal dos aminoacidos do farelo de soja e da dieta
basal. Houve também, efeito mais pronunciado da protease em relagao a
carboidrase, além disso, a associacdo das enzimas proporcionou efeito
semelhante a protease usada isoladamente. Nao foi observado efeito aditivo

das enzimas. O terceiro experimento foi realizado com o objetivo de
vi



determinar a digestibilidade ileal de aminoacidos de dietas com diferentes
niveis de proteina bruta suplementadas com enzimas Foram utilizados 504
pintos de corte durante o periodo experimental de 14 a 24 dias de idade. Os
animais foram distribuidos em gaiolas metabdlicas em esquema fatorial 4 x 2
(enzimas e niveis de proteina bruta) resultando em 8 tratamentos com 6
repeticoes e 7 aves por unidade experimental. As enzimas usadas foram: uma
protease, uma carboidrase e a associacdo de ambas, para determinacao da
digestibilidade verdadeira, foram utilizados os valores de excrecao do
experimento 2. Os niveis de proteina bruta utilizados foram 21,0% e 14,7%. A
suplementacdo das dietas com enzimas isoladas ou em associagao
proporcionou aumento (P<0,05) na digestibilidade da maioria dos
aminoacidos. A dieta com menor teor de proteina bruta apresentou maior
digestibilidade verdadeira dos aminoacidos. Houve interacédo significativa

(P<0,05) para alguns aminoacidos.
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ABSTRACT

MESSIAS, Rodrigo Knop Guazzi, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Jully
de 2014. Nutritional Evaluation of Exogenous Enzymes in Diets For
Broilers Chicks. Advisor: Luiz Fernando Teixeira Albino. Co-advisors:
Horacio Santiago Rostagno, Melissa |zabel Hannas and Sergio Luiz de Toledo
Barreto.

Three experiments were conducted to evaluate the effects of enzymes on the
amino acid digestibility and performance of broiler chickens. The first
experiment was a performance trial using 2000 animals from 14 to 28 days of
age divided in three groups whose diets had reductions according to the
recommendations of the enzyme (Phytase, Protease, Phytase +Protease ),
each group had three treatments Negative Control (CN), Cotrole Negative +
Enzyme (CNE) Positive Control (CP), was also added using a treatment levels
of the Brazilian Tables 2011 (Rostagno et. al 2011), totaling 10 treatments with
10 replications and 20 animals per experimental unit distributed on
randomized blocks and evaluated by orthogonal contrasts. The treatments
with phytase had higher (P <0.05) weight gain and feed conversion compared
to those not receiving enzyme. There was no difference (P> 0.05) for weight
gain in treatments with protease. The association of enzymes promoted
improvement in all parameters compared performance when compared to the
negative control. In the second experiment was performed with 3 trials to
evaluate the loss of endogenous amino acids, the true digestibility of amino
acids in soybean meal and also in a complete diet. Each trial used 168
animals divided into four treatments: control (no enzyme addition) Addition of
protease, carbohydrase addition, association between the two enzymes. Each
treatment had 6 replicates and 7 birds per pen, distributed in a completely
randomized design. Enzymes influenced the birds' endogenous amino acid
loss, besides increasing the ileal digestibility of amino acids in soybean meal
and the basal diet. There was also more pronounced effect compared to
protease carbohydrase addition, the combination of the protease enzymes
used yielded similar isolation effect. No additive effect of the enzymes was
observed. The third experiment was conducted to determine the ileal amino
acid digestibility of diets with different levels of crude protein supplemented

with enzymes 504 broiler chicks were used during the experimental period of

viii



14 to 24 days old. The animals were distributed in metabolic cages in 4 x 2
factorial (enzymes and protein levels) resulting in 8 treatments with 6
replicates of 7 birds per experimental unit. The enzymes used were: a
protease, carbohydrase and one a combination of both, to determine the true
digestibility values of excretion of the experiment 2. Protein levels used were
21.0% and 14.7% were used. The supplementation of diets with isolated
enzymes or in combination resulted in an increase (P <0.05) in digestibility of
most amino acids. A diet with lower crude protein showed higher true
digestibility of amino acids. There was a significant interaction (P <0.05) for

some amino acids.



REFERENCIAL TEORICO
Digestao de carboidratos

A disponibilidade dos carboidratos para os animais € dependente de
trés fatores basicos: digestibilidade, absor¢do dos produtos finais da
digestdo e metabolismo dos produtos da absorcdo. A digestibilidade € o
fator que representa a maior contribuicdo na eficiéncia total de utilizagao,
sendo diretamente relacionada ao tipo de alimento e suas caracteristicas

intrinsecas (Vieira, 2002).

A capacidade digestiva das aves esta intimamente relacionada a sua
idade (Longo, 2003). Durante as primeiras semanas de vida, a atividade
enzimatica e do desenvolvimento fisiolégico ndo estdo consolidados. A
digestibilidade da energia €& significativamente inferior nas aves nas
primeiras semanas de vida, elevando-se a partir da terceira semana. O
segmento do intestino delgado que propicia maior crescimento inicial € o
duodeno (Olukosi et al.,2007). Além disso, a digestibilidade do amido
também pode ser afetada por diversos fatores, como a composicao e forma
fisica do amido, interacbes entre proteina — amido, integridade celular e
forma fisica do alimento, que sao diferentes entre as diversas fontes

empregadas (Murray et al., 1999; Wolover; Bolognesi, 1996).

A digestao de alimento pelas aves tem seu inicio no proventriculo, onde
ocorre a digestdo gastrica e na moela, onde ocorre a digestao fisica ou
mecanica. Na moela, a acdo de abrasdo promovida por sua extensa
musculatura, junto com o HCl e pepsina liberadas pelo proventriculo,
promovem o rompimento fisico das paredes celulares vegetais. A
maximizagcao desse processo pelas aves esta diretamente relacionada ao
grau de processamento fisico sofrido pelo alimento antes da ingestao.
Nesse processo ainda ndao ha qualquer agdo de enzimas enddgenas sobre
o alimento, ha apenas a trituragdo, o que nos sistemas de criacao de hoje
tem pouco importéncia, ja que as aves recebem o alimento em tamanho

reduzido.

Apoés a trituragédo, o alimento segue ao intestino delgado. No duodeno



ocorre a mistura de alimento com as secregdes digestivas e alcalinas e no
jejuno a maior parte da digestdo e absorgédo. As vilosidades presentes na
mucosa intestinal sdo muito longas no jejuno e diminuem progressivamente
até o final do ileo apresentando-se cobertas por células epiteliais,
predominantemente enterécitos, que formam as microvilosidades. Os

enterocitos participam efetivamente do processo de digestao.

A acdo das enzimas pancreaticas nesse local auxilia na digestao dos
carboidratos, mas ainda ndo a ponto de passar pela membrana do
enterdcito. O enterdcito, através de suas enzimas associadas ao glicocalix
como maltase, sucrase e a isomaltase sdo responsaveis pela reducédo dos
carboidratos a unidades de nutrientes capazes de serem absorvidas
(glicose, frutose, etc). O glicocalix determina a imobilizagao parcial de varias
enzimas digestivas, permitindo que haja tempo suficiente para a completa

digestdo de carboidratos.

O péncreas € o maior responsavel pela digestdo dos carboidratos,
proteinas e lipideos. A enzima alfa-amilase age sobre o amido, hidrolisando
as ligagdes alfa- 1,4 da amilose, gerando maltose e maltotriose. Age
também sobre a amilopectina, levando a producdo de dextrina — limite em
adicdo as ligagdes alfa-1,4. A dextrina — limite € composta de oito a dez

moléculas de glicose com uma ramificacao alfa-1,6.

As enzimas pancreaticas sdo dependentes do pH intestinal, sendo de
7,1 o pH étimo para alfa-amilose. A regulagao do pH intestinal é dependente
da secrecéo intestinal do horménio secretina. Essa secrecao é liberada do
duodeno em resposta a entrada de alimento com secrec¢bes gastricas do
proventriculo e moela. A secretina estimula o pancreas a liberar,

principalmente bicarbonatos, aumentando o pH do meio.

Finalizado o processo de digestdo de moléculas maiores, os
monossacarideos sdo o0s carboidratos passiveis de serem absorvidos. A
absorcdo de dissacarideos pode ser considerada como um indicador de
injuria da mucosa intestinal. Os monossacarideos sao absorvidos por

processo de transporte ativo dependente de sédio, casos da glicose e



galactose, ou entédo por difusdo facilitada, casos da frutose e pentose. Em
ambos 0s casos, jejuno e ileo sdo mais importantes do que duodeno. A
frutose é parcialmente convertida em glicose durante a sua passagem da

célula absortiva para a corrente sanguinea (Vieira, 2002).

Todo esse processo de absorcdo € dependente de alguns fatores,
considerados extrinsecos, como: taxa de passagem/tempo de transito
intestinal, concentragdo de substrato disponivel para acdo enzimatica e a
presenca de outros componentes da dieta que retardam a hidrélise

enzimatica (Chapman et al., 1985; Cummings & Englyst, 1995).

Os carboidratos absorvidos podem seguir a rota da glicdlise com
posterior entrado no ciclo dos acidos tricarboxilicos e cadeia respiratoria,
produzindo 38 ATPs, dioxido de carbono e agua ou entdo, dependendo do
estado nutricional do animal, seguir o fluxo de armazenamento de energia,
tendo a glicose desviada para a sintese de glicogénio. A glicose circulante
em excesso também pode formar acidos graxos de no maximo 16 carbonos
que sao posteriormente esterificados a triglicerideos ou participar da sintese

de outros compostos como fosfolipideos, glicolipideos, etc.
Polissacarideos nao-amilaceos

A porgao de fibra das plantas e vegetais engloba uma diversidade de
polimeros com grandes diferengas nas propriedades fisico-quimicas, as
quais influenciam de maneiras distintas a viscosidade e o pH da digesta,
capacidade de troca de ions, taxa de passagem, capacidade de
fermentacdo e aumento do volume do conteudo dentro do TGI (Davidson &
McDonald, 1998; Mateos et al., 2012). De acordo com Sramkova et al.
(2009), Caprita et al. (2011) e Slominski, (2011) a fibra presente nos cereais
pode ser classificada como lignina, celulose e polissacarideos nao-
celuloliticos, sendo os dois ultimos generalizados como polissacarideos

nao-amilaceos (PNA).

Os PNA sao polimeros de agucares simples, normalmente pentoses e
hexoses, unidos por ligagbes resistentes a hidrélise no TGl de animais

monogastricos (Brito et al., 2008; Caprita et al., 2011). Segundo Choct &



Kocher (2000), a nomenclatura dos PNA é confusa na literatura, mas estas
estruturas podem ser dividas em celulose, polimeros n&o-celulosidicos e
polissacarideos pécticos. Os PNA ainda podem ser subdivididos em
soluveis (PNAs) e insoluveis (PNAI), tal subdivisdo é baseada se ha
solubilizagdo quando misturados a agua (Choct & Annison, 1990; Annison,
1993; Caprita et al., 2011; Elleuch et al., 2011). A solubilidade em agua é
uma propriedade importante, pois determina sua atividade anti-nutricional e
a maneira como o PNA influencia a digestdo e absor¢dao quando ingerido
(Annison, 1993; Elleuch et al., 2011).

Os PNA soluveis incluem substéncias pécticas, gomas, mucilagens e
algumas hemiceluloses (arabinoxilanos, B-glucanos, D-xilanos, D-mananos
e xiloglucanos, entre outros). Ja& nos PNA insoluveis sdo englobadas a
celulose e algumas hemiceluloses (Davidson & McDonald, 1998; Sramkova
et al., 2009; Caprita et al.,, 2011). A capacidade dos cereais em formar
ambientes viscosos é dependente da concentracdo de PNA soluveis na
dieta. Choct (2010) classifica o trigo, a cevada, o triticale, o centeio e a
aveia como ingredientes viscosos € 0 milho e o sorgo como ingredientes

NAo Viscosos.

Os cereais contém entre 10-30% de PNA, dos quais em sua grande
maioria s&0 compostos predominantemente por arabinoxilanas
(pentosanas), B-glucanas e celulose (Choct, 1997; Choct, 2010). Cada tipo
de PNA é caracterizado pelo tipo de residuo de acucar e natureza das

ligacdes entre eles (Davidson & McDonald, 1998).

A celulose € um polimero composto por moléculas de glicose unidas
por ligagdes glicosidicas do tipo B-(1- 4), sendo o composto organico
encontrado em maior concentragdo na natureza e representa cerca de 50%
do carbono nos vegetais (Choct, 1997; Davidson & McDonald, 1998;
Fireman & Fireman, 1998). A celulose presente nos farelos encontra-se
complexada com ligninas e hemiceluloses (principalmente arabinoxilanas)
(Biely et al., 1986). A celulose e a maioria das arabinoxilanas dos cereais

sdo insoluveis em agua. No entanto, as arabinoxilanas que nao estao



ligadas a parede celular podem formar solugbes altamente viscosas e

absorver agua cerca de 10 vezes o seu peso (Choct, 1997).

Normalmente a fibra insoluvel € considerada como diluente de
nutrientes na dieta e ndo é fermentada pela micorbiota do TGl em frangos,
portanto, n&o altera a composi¢cao e quantidade da microbiota de maneira
significativa (Choct et al., 1996; Hetland et al., 2004). Embora seja
considerada como diluente, ndo deve ser considerada como substancia
inerte pois apresentam propiedades funcionais que n&o podem ser
negligenciadas na nutricdo de animais monogastricos (Choct, 1997;
Davidson & McDonald, 1998). Foi relatado por Hetland & Svihus, (2001) que
sua inclusdo na dieta de frangos geralmente aumenta a capacidade de
ingestao do TGl e/ou promove redugdo no tempo de transito ao longo do

TGl, resultando normalmente em aumento na ingestao de racgéao.

A reducédo no tempo de retencdo da dieta no TGI geralmente esta
associado com digestibilidade dos nutrientes mais baixas, pois sugere-se
que a exposicao dos nutrientes as enzimas digestivas € menor. Entretanto,
segundo Choct (1997) tal teoria ndo ¢é valida sob determinadas
circunstancias. Quando os PNAI sdo adicionados a dieta acredita-se que
nao ha alteracdo na viscosidade da digesta e consequentemente a
digestibilidade dos nutrientes € aumentada, o material ndo digerido passa
pelo intestino rapidamente ndao havendo tempo suficiente para a microbiota
anaerobica se estabelecer na porgao distal do intestino delgado (Choct,
1997).

As fibras insoluveis geralmente sdo pouco fermentaveis, ndo viscosas
e excretadas de forma intacta. Uma das carcteristicas mais importante dos
PNAI esta atribuida a capacidade destes absorver grandes quantidades de
agua e manter a motilidade normal do TGl (Stephen & Cummings 1979).
Caracteristica essa essencial para a consisténcia das excretas em animais
monogastricos (Choct, 1997). Amerah et al. (2009) observaram que o
escore da excreta foi significativamente reduzido nas dietas contendo

serragem.



Acredita-se que a grande maioria, sendao todos, os PNA que
apresentam atividade anti-nutritiva sdo soluveis em agua (Caprita et al.,
2011), embora o inverso n&o seja necessariamente verdadeiro (Annison,
1993). As ramificagdes presentes nos PNAs conferem irregularidade a
estrutura dos polissacarideos, impedindo interagdo entre as cadeias e
permitindo que a agua penetre facilmente e, desse modo torna os PNA
soluveis. No geral, quanto maior o numero de ramificagbes, maior é a
solubilidade da molécula (Annison, 1993). No entanto, a solubilidade n&o é
determinada apenas pela sua estrutura primaria, mas também pelas
ligacbes entre os PNA e outros componentes, presenca de grupos
carregados e pelo tipo de ligagao (pontes de hidrogénio, ligagdes idnicas ou

covalentes) entre as moléculas da parede celular (Smits & Annison,1996).

O aumento na viscosidade do conteudo intestinal estd associado
principalmente a capacidade dos PNAs absorver agua. A formagao de um
ambiente gelatinoso, causado pelo aumento na viscosidade retém os
nutrientes, dificultando o contato das enzimas de mucosa e pancreaticas
com seu substrato, condigdo denominada como “efeito jaula”, a viscosidade
ainda reduz a taxa de esvaziamento gastrico e aumenta o tempo de transito
(Annison, 1993; Classen, 1996; lji, 1999; Bedford, 2000; Mello et al., 2009;
Hartini & Choct, 2010; Aftab, 2012). A viscosidade da dieta aumenta do
duodeno para o ileo, assim como a estrutura e a funcao intestinal no ileo é
mais afetada em relagdo aos demais segmentos intestinais (lji et al.,
2001a,b).

Nao existem evidéncias claras de que o aumento na viscosidade per
se seja responsavel pela inibicdo da digestdo associado ao menor
desempenho em aves. Annison (1993) afirma que atribuir os efeitos anti-
nutritivos dos PNA somente ao aumento da viscosidade da digesta € uma
visdo muito simplista. E possivel que uma ou mais propriedades dos PNA
estejam envolvidas na atividade anti-nutritiva da molécula. Por exemplo,
alguns polissacarideos exibem maior potencial de adsorver particulas e
interagir com outras moléculas. As interagdes entre proteina e

polissacarideos s&o comuns por ambos apresentarem superficies



hidrofébicas e hidrofilicas, assim, as enzimas podem ser inativadas pela

formacéo destes complexos.

O metabolismo lipidico no intestino pode ser alterado pela presenca de
PNA, pois pode reduzir a capacidade de emulsificacdo da gordura ou a
formacgao das micelas (Smits & Annison, 1996). Muitos polissacarideos tém
a capacidade de estabilizar emulsdes 6leo/agua pela interagdo entre estes
compostos, sendo possivel que a presenga de PNA interfira na interface
entre as lipases pancreaticas com o substrato, inibindo o mecanismo de
digestdo e absorgcdo de lipidios (Annison, 1993). Ainda, os PNA podem
estar envolvidos com o aumento na excrecdo de acidos biliares e o
aumento da atividade bacteriana no intestino grosso, causando aumento na
desconjugacao de acidos biliares, prejudicando o retorno desses compostos
ao figado (Smits & Annison, 1996). Para restabelecer o conteudo destes
componentes e compensar sua redugdo na circulacdo entero-hepatica, o
figado aumenta a sintese hepatica de acidos biliares (Choct, 1997; Choct &
Kocher, 2000). Se essa afirmagdo for assumida como verdade,
presumidamente a absorgdo de vitaminas lipossoluveis também s&o
prejudicadas na presenca de PNA. O aumento na quantidade de excretas
umidas e/ou pegajosas também pode ser atribuido a elevada concentragéo
de PNA nas dietas, especialmente arabinoxilanas e B-glucanas, resultado
da menor absorgao de agua, minerais e elementos tracos (Choct & Annison,
1992a; Annison, 1993; Classen, 1996; Brito et al., 2008; Slominski, 2011).

O estudo das fracoes fibrosas se faz necessario para a elucidagao dos
mecanismos de acg¢ao destes importortantes constituintes dos alimentos.
Pesquisas sobre o uso de enzimas que "quebrem" estes constituintes tém

sido feitas em larga escala, ja obtendo importantes resultados.
Proteinas.

As aves apresentam um trato digestorio relativamente curto, em
comparagao aos mamiferos, assim sendo, o processo de trituragcdo do
alimento e desnaturacdo das proteinas precisa ser consideravelmente

eficiente para uma adequada digestao protéica.



A digestdo protéica em frangos de corte tem seu inicio no
proventriculo, este 6rgdo é responsavel pela secrecdo de acido cloridrico e
pepsinogénio pelas células principais. O acido ou a pepsina transformam o
pepsinogénio em pepsina, sua forma ativa, e o pH acido é o ideal para as
enzimas digestivas funcionarem. O resultado deste processo €é a
desnaturacao das proteinas dietéticas com a abertura destes compostos e a
eliminagdo da estrutura terciaria o que facilita a agdo das enzimas
proteoliticas na moela e intestino delgado (Rutz, 2002). Concluida a
digestdo gastrica o conteudo, agora denominado quimo, é liberado para o
intestino delgado em pequenas quantidades. A chegada desta pasta semi-
liquida acida no duodeno vai estimular a producdo de hormoénios e estes a
liberagdo da bile e do suco pancreatico (rico em proteases, carboidrases,
lipases e bicarbonato de sodio), pelo figado e pelo pancreas,

respectivamente (Argenzio, 1993).

A digestao protéica no intestino delgado é muito mais rapida e intensa
devido a acado das enzimas pancreaticas responsaveis pela digestdo no
[lumen intestinal e pelas enzimas presentes na mucosa intestinal. As
proteases que agem no intestino delgado podem ser divididas em trés
grupos endopeptidases e exopeptidases secretadas pelo péncreas, e
aminopeptidases secretadas pela mucosa intestinal (Champe & Harvey,
2006).

As endopeptidases e exopeptidases no lumen intestinal realizam
hidrélise da maior porcao do quimo. Porém ha evidéncias que pequenas
porcoes peptidicas sdo resistentes a hidrélise luminal. A digestdo dos
peptideos provenientes da acdo das enzimas gastricas e pancreaticas até
aminoacidos sdo completadas pelas multiplas peptidases produzidas pelas
células das vilosidades das porgdes inicias do intestino delgado. As
peptidases mais importantes sao as aminopolipeptidases e as dipeptidases,
que desdobram os peptideos remanescentes em tripeptideos e dipeptideos

e alguns aminoacidos (Peluzio & Batista, 2008).

Uma pequena parte da proteina dietética nao é digerida e quando

essa porgado atinge o intestino grosso sofre hidrélise e ressintese pelas



bactérias presentes neste local. Por essa razéo, o ileo terminal é o local
mais indicado para determinacéo de digestibilidade de aminoacidos de uma
dieta ou ingrediente, por haver pequena influéncia da microbiota e nao
haver a presenca de acido urico nesta porgao do trato digestivo (Zanella et
al., 1999).

Fitato

A literatura apresenta trés nomenclaturas distintas para definir o P
complexado ao anel de myo-inositol: fitato, fitina e acido fitico. O acido fitico
€ a forma livre do anel de myo-inositol hexafosfato (IP6), ou seja, € um éster
de alcool ciclico de inositol com seis grupamentos fosfato (Onyango et al.,
2005). O fitato, termo mais difundido na literatura, refere-se ao acido fitico
na forma de sal e a fitina € a forma comumente encontrada nas plantas que
remete ao complexo formado entre o myo-inositol hexafosfato com o
potassio, magnésio e calcio (Angel et al., 2002; Selle & Ravindran, 2007). A
fitina esta presente em todos os ingredientes de origem vegetal como forma
de reserva do P, necessario ao processo de germinagao dos vegetais (Lima
et al., 2007).

Os fitatos além de tornar o fésforo indisponivel, tem a capacidade de
formar quelatos com cations bivalentes (Ca2+, Mg2+, Zn2+, Fe2+, Mn2+,
Cu2+), reduzir a disponibilidade de alguns carboidratos e aminoacidos da
dieta e ainda interagir com enzimas digestivas (Angel et al., 2002; Pirgozliev
et al., 2007; Singh, 2008). Onyango et al. (2005) demonstraram a partir de
eletromicrografias feitas da digesta que as moléculas de fitato estavam
presentes no papo (pH 4-5), ndo sendo visualizadas sua presenca no
estdbmago (pH 2,5), reaparecendo no jejuno e ileo (pH 6-7). O fitato se torna
soluvel em ambientes de pH acido e o aumento no pH da digesta, conforme
esta se move distalmente no TGI, aumenta a formagao de complexos entre
cations e o fitato com consequente redugdo na sua solubilidade (Angel et
al., 2002; Onyango et al., 2005). De acordo com Cowieson et al. (2011), se
a unica consequéncia da presenca de fitato na dieta fosse a diluicao do Pd
seria uma questao relativamente simples para se resolver por meio da

formulagao.



A concentragdo de Ca na dieta, bem como a relacdo com o P, tem
sido apontado como responsavel pela reducado na hidrélise da molécula de
fitato no TGI (Nelson, 1967; Cowieson et al., 2009). Shafey et al. (1991),
observaram que o incremento no nivel de Ca da dieta de 1,07% para 2,53%
resultou em aumento no pH da moela de 4,89 para 5,32 e no ileo de 6,62
para 7,39. A solubilidade do Ca foi de 16,9% em dietas contendo relacao de
Ca:Pd de 3,56 (1,53:0,43), entretanto quando esta relagao foi alterada para
2,72 (2,26:0,83) a solubilidade do Ca caiu para 8,3%. A maioria dos
complexos formados entre o acido fitico e os minerais sdo precipitados no
pH encontrado no ambiente intestinal, aumentando a propor¢cdo destes

complexos conforme a relagdo Ca:P aumenta (Angel et al., 2002).

O impacto do Ca quando comparado a outros cations se deve ao fato
deste estar presente em niveis de 8-40 vezes mais elevados que os niveis
de Zn por exemplo, considerando sua elevada concentragdo na dieta muito
mais expressiva que sua afinidade com a molécula de acido fitico. Tamim &
Angel (2003) e Tamim et al. (2004), verificaram que a reducgao de 5 g/kg nas
concentragbes de Ca pode resultar em aumento de >70% na digestibilidade
no ileo terminal de frangos. A formacédo de sabdes insoluveis no lumen
intestinal é outro ponto negativo da presenga de fitato na dieta. Segundo
Nunes (2001) o complexo calcio-fitato pode interagir com acidos graxo e
formar sabbes, reduzindo a metabolizabilidade da energia e a
digestibilidade de aminoacidos. Além do nivel de Ca, varidveis como
vitamina D3 e seus metabdlicos, tamanho de particula do ingrediente e
processamento da ragao também podem influenciar a quebra do fitato no
TGI do animal (Angel et al., 2002).

Os fitatos sdo conhecidos também por formarem complexos com as
proteinas sob condigbes de pH acido ou alcalino (Yao et al.,, 2011).
Segundo Cowieson et al. (2009), a formagao de complexos fitato:proteina
esta relacionado a natureza do fitato e a agregacado elestrostatica da
proteina na fase gastrica de digestdo. Em ambientes de pH acido, varias
proteinas estao abaixo do seu ponto isoelétrico e se tornam positivamente

carregadas, desta maneira interagem com as cargas negativas dos
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grupamentos fosfatos formando ligagdes eletrostaticas com a molécula de
fitato. Estes complexos séo precipitados quando presentes em pH alcalino,

reduzindo a solubilidade da proteina.

A redugdo na solubilidade da proteina pode ser responsavel por
inumeros efeitos do fitato sobre o metabolismo. Dentre estes, o fluxo de Ca,
Na, redugdo da digestibilidade dos aminoacidos e energia, bem como
resultar em hipersecrecdo de HCI, mucina, pepsina, bile, bicarbonato de
soédio e aumentar o fluxo de Na para o lumen intestinal. Além de reduzirem
a solubilidade das proteinas, o fitato ainda pode interagir com as enzimas
digestivas e afetar de maneira negativa a agdo destas sobre seu substrato
(Cowieson et al., 2009; Cowieson et al., 2011). Todos esses fatores atuando
de maneira conjunta desencadeam uma cascata de reagbes que alteram
completamente a dindmica de digestdo e absorgdo dos nutrientes e o custo

de manutencéao do TGI.

O &cido fitico foi considerado por Cowieson et al. (2004b) como fator
antinutritivo mais irritante para mucosa. Sua presenca na dieta de frangos
resultou em perdas significativas de nutrientes endégenos e energia na
forma de mucina, células intestinais, acido sialico e enzimas pancreaticas
(Cowieson et al., 2004b). No entanto, de acordo com Cowieson et al.
(2004a) e Cowieson & Ravindran (2008), a maior consequéncia fisioldgica
da ingestao de fitato € a hiper-secrecdo de mucina gastrica e intestinal. A
maneira como o fitato irrita a parede intestinal, segundo McKay & Baird
(1999) pode estar associada a microbiota intestinal, por esta causar
inflamacdo e desencadear respostas imunolégicas com aumento da
producao de citocininas. Outro mecanismo de acao dos fitatos com relagao
microbiota é a alta concentragdo de peptideos na parte distal do intestino,
resultando em um ambiente favoravel ao crescimento e proliferacdo de
certas bactérias patogénicas (ex:. Clostridium perfringens) com alteragédo no
estado imunolégico das aves e possivel desenvolvimento de casos de

enterite necroética (Cowieson et al., 2009).

Estas perdas tém implicacbes significativas em termo de custo

energético associados com a sintese proteica e de mucina e com a

11



renovagao da mucosa. Resumidamente, o esvaziamento gastrico resulta na
presenca de excesso de ions H+ no intestino, o qual é desafiado a manter
as condi¢des luminais favoraveis para que as enzimas do pancreas e da
borda em escova possam atuar. A hiper-secregdo de mucina e de
bicarbonato de sddio, proporcional a variagdo na presenga de proteina e
ions H+, se torna responsavel pelo aumento na presenca de aminoacidos
endogenos e sodio (Na) no lumen e, presumivelmente, alterando as
necessidades de manutencgao e a capacidade do intestino para o transporte
de nutrientes Na-dependente, incluindo glicose e peptideos (Cowieson et
al., 2009).

Uso de enzimas

A utilizacdo comercial de enzimas como aditivo na a limentagéo
animal tem uma historia de menos de 30 anos, porém, sempre evoluindo.
Em 2012, o valor de mercado global de enzimas foi de cerca de 3,7 bilhdes
de ddlares, representando as enzimas destinadas a alimentagdo a nimal
uma quota de 13%. O alto crescimento nas vendas de enzimas para
industria de ragcdo animal teve resultado devido ao continuo aumento nas
vendas de protease e fitases para a America Latina, Asia e Europa

(Novozymes Sales and Markets, 2013).

As enzimas utilizadas na alimentacdo animal s&o produzidas
industrialmente por laboratérios especializados, po r meio da selegao de
cultura de microrganismos favoraveis, cultivados em sistema de
fermentacdo avancados, de onde é feita a extracdo e purificacdo das
enzimas. Os microrganismos que, geralmente sdo envolvidos na producao
de enzimas sao as bactérias Bacillus subtilis, Bacillus lentus, Bacillus
amyloliquifaciens e Bacillus stearothermophils, os fungos Triochoderma
longibrachiatum, Aspergillus oryzae e Aspergillus niger e a levedura
S.cerevisiae (Khattak et al., 2006).

Segundo Tejedor et al. (2001), para a adigdo de enzimas em ragoes,
€ importante conhecer a composicdo dos ingredientes utilizados nas

formulagdes e a especificidade da enzima com relagdo ao substrato . Por
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isso, algumas consideragbes devem ser feitas quando se utiliza a
suplementagao especifica de enzimas para dietas a base de milho, sorgo e
farelo de soja. Nesse caso, quatro aspectos devem ser abordados. O
primeiro seria o fato dos PNAs soluveis ndo estarem presentes em grandes
quantidades nesses ingredientes; segundo seria a presenca de granulos de
amido resistente, onde o amido ndo estaria completamente disponivel;
terceiro seria as altas concentragcbes de oligossacarideos, principalmente
no farelo de soja, no qual poderiam ser mais eficientemente aproveitados e
utilizados como fonte de energia, enquanto e ultimo seria a presencga de
fragbes de PNAs, incluindo os arabinoxilanos, glucanos, celulose,
mananos, galactomananos e pectinas que poderiam servir como fonte de

energia (Slominsk, 2011).

De acordo com Dourado (2008), ha duas abordagens econdmicas
quando se incorpora enzimas exogenas nas formulagcbes de ragdes. A
primeira seria a aplicacdo chamada de “on top”, que consiste em
suplementar as enzimas em uma dieta padrao, sem alterar os niveis
nutricionais, com o0 objetivo de melhorar o desempenho. Entretanto, a
adicdo de enzimas em dietas com niveis normais das matrizes nutricionais,
produzira uma liberagdo de nutrientes dos quais o0s animais nao
necessitam. Neste caso, a adicado de enzimas estara aumentando o custo
da ragdo e o excesso de nutrientes sera convertido em gordura ou
simplesmente serdo excretados pelo animal (Bertechini; Brito, 2007;
Lecznieski, 2006). A segunda seria alterar a formulagdo da ragao,
reduzindo os valores nutricionais e adicionando enzimas para restaurar o
valor nutricional da dieta padrao, visando o mesmo desempenho de uma

dieta com os niveis nutricionais normais, porém, de forma mais econémica.
Carboidrases

No ovo, a maioria da energia advém de fontes lipidicas e, logo que os
pintainhos eclodem os carboidratos passam a ser sua principal fonte de
energia. Porém aos 18 dias de idade no interior do ovo ja é observado

atividade de a-amilase no pintinho (Moran, 1985; Sklan, 2001). Entretanto a
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atividade enzimatica € muita baixa (Nir et al., 1993) e o aumento da
secregdo de amilase esta ligado ao aumento da ingestdo de alimento
(Moran, 1985). Portanto ha deficiéncia de aparato enzimatico para digestao

de carboidratos nessa fase.

A mistura de amilase, protease e xilanase em dietas a base de milho e
farelo de soja, pode beneficiar o desempenho zootécnico de frangos e isso
pode indicar que esses animais tém deficiéncias na producdo enzimatica

enddégena em algumas fases da vida (Zanella et al., 1999).

Outra forma de atuacdo das carboidrases esta no rompimento da
parede celular dos ingredientes de origem vegetal, principalmente os
compostos insoluveis, facilitando a atuagdo de enzimas enddgenas sobre
substrato (Choct et al, 2004). Segundo Cowieson (2005), a utilizacdo de
carboidrases aumenta o acesso de enzimas pela hidrolise do arabinoxilano
da parede celular. Isso pode justificar o aumento da energia metabolizavel
das dietas a base de milho e farelo de soja com a utilizagdo de complexos
enzimaticos, composto basicamente formado por amilases, proteases e
xilanases. Desta forma uma enzima libera compostos do interior das
paredes vegetais e as outras atuam complementando a atuagdo das

enddgenas.

Entretanto, mesmo com presenga de substrato, algumas enzimas
como xilanases, pentosanases, glucanases e fitases ndo sao secretadas
pela ave, pois o cdédigo genético das aves ndo tem a expressdo para a
sintese dessas enzimas (Penz Jr., 1998). Portanto por mais que esses
compostos estejam na dieta, a digestdo enzimatica deles nao sera realizada

sem auxilio de enzimas exdgenas.

As xilanases séo produzidas por microrganismos livres, fungos, algas,
protozoarios e sementes de plantas (Paloheimo et al, 2011) e s&o
adicionadas a dietas com o objetivo de diminuir a viscosidade da dieta e
aumentar a digestdo de compostos como xilanos e principalmente de
arabinoxilanos. Embora carboidrases proporcionem melhoria na

digestibilidade dos nutrientes, segundo Carré (2004), esse efeito ndo pode
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ser somente atribuido a queda na viscosidade da dieta, mas também a

melhora na disponibilidade dos nutrientes que estdo aprisionados nos PNA.
Proteases

As proteases sao classificadas em exopeptidases ou endopeptidases,
de acordo com a posi¢cao da ligagao peptidica a ser quebrada na cadeia
polipeptidica. A diferenga entre elas € que as exopeptidases quebram as
ligacbes peptidicas proximas ao grupamento amino terminal. Ja as
endopeptidases quebram as ligagdes peptidicas dentro da molécula, ou
seja, distantes do grupo terminal do substrato, podendo ainda ser
subdivididas em serina proteases, cisteina protease, aspartico protease ou

metaloprotease (Moreira; Scapinello; Sakamoto, 2004).

Nao existe ainda um consenso sobre 0 modo de acao das proteases,
elas podem aumentar a produgao enddégena de peptidases, reduzirem as
exigéncias de aminoacidos e energia, além de melhorar a digestibilidade da
proteina dietética. Como um efeito adicional, as proteases podem hidrolisar
as proteinas base dos anti-nutrientes como as lectinas ou inibidores de
tripsina, melhorando a eficiéncia com a qual as aves utilizam os
aminoacidos e reduzindo o turnover proteico (Ghazi et al., 2002; Marsman
et al., 1997).

A grande variedade de proteases enddgenas produzidas no trato
gastrointestinal (TGI) das aves geralmente € suficiente para uma adequada
utilizacdo de proteinas (Nir; et al, 1993). No entanto, os resultados de
digestibilidade indicam que consideraveis quantidades de aminoacidos e
proteina passam pelo TGl sem serem aproveitados e completamente
digeridos (Lemme; et al, 2004). A utilizagdo de proteases exdgenas pode
maximizar a disponibilidade de aminoacidos e direciona-los para mantenca
e crescimento dos animais, contribuindo também com a EMA das ragdes e
consequentemente, melhorando o desempenho e/ou diminuindo o custo de

alimentacao.

As dietas de frangos de corte no Brasil sdo compostas principalmente

de milho e farelo de soja, podendo ter o sorgo com um ingrediente

15



energético viavel na entressafra do milho. Porém, esses ingredientes
possuem alguns componentes que podem prejudicar ou dificultar a digestéo
de suas proteinas, comprometendo a liberacdo de nutrientes no trato

gastrointestinal, bem como a sua integridade.

Atualmente a suplementagdo de proteases nas dietas raramente é
feita de forma isolada e sdo comumente encontradas fazendo parte de
complexos multienzimaticos ou blends, envolvendo xilanases, glucanases,
amilases e fitases. A eficacia desses blends com esta enzima esta
diretamente ligada a digestibilidade da dieta onde elas s&o adicionadas
(Cowieson, 2010; Cowieson & Bedford, 2009).

Para que a suplementagao enzimatica obtenha efeito, dependera do
substrato e das caracteristicas dos ingredientes utilizados nas dietas, ou
seja, o sitio de agdo desse composto (Olukosi; et al, 2007). Ou seja, para
que o efeito da enzima possa aparecer, e necessario que haja substrato

para que a enzima atue sobre ele.
Fitase

A fitase tem sido usada nas ragbes aproximadamente ha duas
décadas, sendo empregada, principalmente, com o objetivo de melhorar a
biodisponibilidade do fosforo e reduzir sua excrecédo pelas aves, e continua
em crescimento a sua utilizacido. A eficacia da fitase para liberar o fésforo
fitico e aumentar a utilizacdo de fontes vegetais para aves ainda nao esta
bem documentada (Selle et al., 2007). Atualmente, o uso de enzimas em
racdes para aves tem aumentado devido ao custo, cada vez mais elevado,
das matérias-primas tradicionais e a busca por outros ingredientes
alternativos. Elas, também sao consideradas como uma forma de reduzir a
contaminagdo ambiental com nutrientes nas excretas, tais como o fésforo,
nitrogénio, cobre e zinco. Além disso, existe uma grande preocupagdao com
a adicdo de aditivos antimicrobianos nas ragdes. Sua utilizagao, portanto, é
uma alternativa para o uso de promotores antibiéticos, com o objetivo de
aumentar a digestibilidade dos alimentos e o desempenho das aves (Singh,
2008).
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Na literatura ha relatos que a partir dos estudos de Nelson et al.
(1967), houve evolucédo biotecnolégica para a produgdo dessa enzima e
atualmente se conhece os efeitos na liberagcdo de P fitico para diversas
espécies (Cowieson et al., 2009). As pesquisas evidenciaram que nem todo
o P é liberado e que a eficiéncia de liberagao é decrescente a medida que
se eleva o nivel de atividade da enzima na racdo. Pdde-se concluir nesses
trabalhos que a utilizagdo de 500, 300 e 600 FTU/kg de fitase, conseguem
liberar 1,19; 1,14 e 1,16 g de P/kg em ragdes de suinos, poedeiras
comerciais e frangos de corte, respectivamente. Considerando uma
margem de seguranga de 10%, estes valores correspondem a 5,5 kg de
fosfato bicalcico (18% de P) por tonelada de ragdo ou 0,1 % de P

disponivel.

O estudo de Choct (2006) demonstrou que a fitase aumenta a
disponibilidade do fésforo fitico entre 25 a 50 -70%. Além do fdsforo,
pesquisas recentes vém mostrando efeito positivo da fitase em
disponibilizar outros minerais, como calcio, cobre e zinco, além de
aminoacidos e também uma maior disponibilizacdo de energia. Para
Lecznieski (2006), o uso da fitase em dietas pode resultar em melhora dos
resultados zootécnicos, tais como: melhor formagdo da estrutura Ossea,
menor incidéncia de problemas locomotores e, consequentemente, melhor
uniformidade dos lotes. Isso é possivel pelo fato de, aproximadamente, 30%

do requerimento de fosforo dos animais serem garantidos pela fitase.

Varios estudos tém demonstrado que o aproveitamento do fésforo
fitico pode ser melhorado com a utilizacdo de enzimas exdgenas, como a
fitase, que é capaz de hidrolisar o fosforo fitico (Augspurger and Baker,
2004), liberando outros nutrientes além do fosforo e outros minerais
(Cromwell & Coffey, 1991; Lan et al., 2002; Laurentiz, 2005; Rutherfurd et
al., 2004; Selle et al., 2007). A utilizagcado de enzimas para melhorar a
digestibilidade e utilizagdo de ingredientes como farelo de soja, soja
integral, farelo de girassol e farelo de colza podem assumir grande
importancia econdmica quando for capaz de reduzir o custo/tonelada da
ragao produzida ou com o objetivo de melhorar o desempenho zootécnico
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dos animais. Além disso, a melhor digestibilidade tem efeito sobre a

reducéo de nitrogénio e fosforo fecais (Fernandes & Malaguido, 2004).

Trabalhos recentes mostraram ser possivel reduzir os niveis de
nutrientes nas ragdes, mantendo satisfatoriamente o desempenho das aves
e minimizando a excreg¢ao de alguns elementos minerais (Gomide et al,
2011; Nagata, 2009; Nahm, 2007; Silva et al., 2008), quando as ragdes sao
suplementadas com fitase nota-se uma melhora no aproveitamento dos
nutrientes dos alimentos e implica na possibilidade de formulagao de racdes
com menores quantidades de fontes inorganicas de fosforo e também de

outros nutrientes.

Trabalhos realizados por Meneghetti et al. (2011), avaliando efeito do
de altos niveis de fitase em ragbes para frangos de corte nas fases inicial
(1-21dias), crescimento (22-35 dias) e final (36-42 dias), com niveis de
fitase de 1.500; 3.000; 4.500; 6.000; 8.000 e 10.000 FTU/kg de ragéao
mostraram que a utilizagdo de altos niveis de fitase nas dietas tiveram
aumento de forma quadratica, sendo que o valor de 5.500 FTU/Kg
proporcionou a maior retencao de calcio. Observaram, também, que houve
uma retencdo aparente linear crescente de fosforo e reducdo na excregao

destes minerais.

Dozier, et al (2008), estudando a reducdo na densidade de
aminoacidos, potencial inter-relacdo de aminoacidos e fitase sobre o
desempenho, excrecdo de nitrogénio e fésforo de frangos de corte,
observaram que € necessario determinar uma densidade o6tima de
aminoacidos para reduzir a excreg¢ao de nitrogénio, sem afetar a conversao
alimentar. A suplementagdo com fitase ndo reduz a excregao de nitrogénio

quando as dietas sdo formuladas com baixa densidade de aminoacidos.
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AVALIACAO DA ASSOCICAO ENTRE ENZIMAS EXOGENAS
EM DIETAS PARA FRANGOS DE CORTE

EVALUATION OF THE ASSOCIATION BETWEEN
EXOGENOUS ENZYMES IN BROILER DIETS

Resumo

Foi realizado um experimento no Setor de Avicultura da Universidade Federal
de Vigosa com o objetivo de avaliar duas enzimas isoladamente e em
conjunto sobre o desempenho de frangos de corte. Foram utilizados 2000
animais dos 14 aos 28 dias de idade distribuidos em delineamento
experimental em blocos casualizados. As enzimas utilizadas foram uma fitase
e uma protease e a associagao das duas. As dietas foram divididas em 3
grupos (Grupo da Fitase, Grupo da Protease e o Grupo da associagao das
duas enzimas) , cada grupo possuia um tratamento controle negativo (CN)
que foi formulado fazendo-se a reduc¢ao dos niveis nutricionais de acordo com
a matriz da enzima referente ao grupo, uma dieta onde a enzima era
adicionada a este controle negativo em substituicdo ao amido e uma dieta
onde era adicionado ao controle negativo calcario, fosfato, 6leo e aminoacidos
em substituicdo a areia e amido para que esta tivesse os mesmos niveis
nutricionais preditos pelas matrizes das enzimas (CP). E ainda um tratamento
com os niveis preditos por Rostagno et al. (2011). Com isso os tratamentos
eram: T1: Controle Negativo Fitase (CNF), T2: Controle Negativo Fitase +
Enzima Fitase (CNFF), T3: Controle Negativo Fitase Corrigido (CNPF), T4:
Controle Negativo Protease (CNP), T5: Controle Negativo Protease + Enzima
Protease (CNPP), T6: Controle Negativo Protease Corrigido (CPP), T7:
Controle Negativo Fitase Protease (CNFP), T8: Controle Negativo Fitase
Protease + Enzima Fitase + Enzima Protease (CNAA), T9: Controle Positivo
Fitase Protease (CPA) e T10: Tabelas Brasileiras. Ao adicionar a fitase houve
melhora (P<0,05) no ganho de peso e na conversao alimentar dos frangos,
em comparagao aos submetidoa ao tratamento CNF. Nao houve efeito
(P<0,05) da protease sobre o ganho de peso, porém ela proporcionou
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reducdo do consumo. Ao associar as duas enzimas houve melhora
significativa no desempenho das aves em relacdo ao CNA igualando ao CPA.
A utilizacdo da associagdo das matrizes nutricionais da protease e da fitase
podem ser aplicadas, na formulagao de dietas, quando ha a associagao das

duas.
Palavras-chave: protease, fitase, frangos de corte.
Abstract

An experiment was conducted at the Poultry Farm of the Federal
University of Vigosa in order to evaluate two enzymes alone and in association
on the performance of broilers. 2000 from 14 to 28 days allotted in a
randomized block design were used. Enzymes used were a phytase, protease
and the association of both. The diets were divided into three groups (Group of
Phytase, Protease Group and the Group of association of the two enzymes),
each group had a negative control (CN), which was formulated by making the
reduction of nutrient levels according to enzyme related to the group, a diet in
which the enzyme was added to this negative control replacing starch and a
diet which was added to the negative control limestone, phosphate, oil and
amino acid substitution in the sand and starch matrix so that it had the same
nutritional levels predicted by arrays of enzymes (CP). And a treatment levels
predicted by Rostagno et al. (2011). Thus the treatments were: T1: Negative
Control Phytase (CNF), T2: Negative Control + Phytase Phytase Enzyme
(CNFF), T3: Negative Control Fixed Phytase (CNPF), T4: Negative Control
Protease (CNP), T5: Negative Control + protease protease Enzyme (CNPP),
T6: Negative Control protease Fixed (CPP), T7: Negative Control Phytase
protease (HFFS), T8: Negative Control protease Phytase Phytase Enzyme + +
protease Enzyme (CNAA), T9: Positive Control Phytase protease (CPA) and
T10: Brazilian tables. By adding phytase was improved (P <0.05) in weight
gain and feed conversion of broilers compared to submetidoa treatment CNF.
There was no effect (P <0.05) protease on the weight gain, but she provided a
reduction in consumption. By combining the two enzymes was no significant

improvement in the performance of birds in relation to CNA equaling the CPA.
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The use of the association of nutritional matrix protease and phytase can be

applied in the formulation of diets, when there is a combination of the two.
Key words: protease, phitase, broilers.
Introducao

O custo de produgdo € uma das grandes preocupacgdes, ndo sO na
avicultura, mas em qualquer atividade agropecuaria, ja que sempre se
trabalha com baixa lucratividade e o pre¢co do produto € determinado pelo
mercado. Assim, quanto menor o custo de produgdo, maior o lucro da
atividade. Considerando que cerca de 75% do custo de produgdo é
determinado pela alimentacédo, é necessario que se desenvolvam pesquisas
visando solugdes para que haja maior aproveitamento dos alimentos pelos

animais.

Outra grande preocupagdo é a poluicdo ambiental causada pela
atividade, pois muitas vezes os residuos da produgdo contém agentes
contaminantes da agua, do ar e do solo. Sabe-se, por exemplo, que dietas
com grandes quantidades de proteina bruta podem aumentar a excregao de
nitrogénio pelos animais, o que confirma a necessidade do estudo constante
do manejo e da alimentacdo em busca de solugdes para redugao desses
contaminantes. Uma solugao para esse problema seria 0 uso de enzimas
exdgenas, que podem ser usadas individualmente ou em conjunto para
melhorar a digestibilidade dos alimentos e permitir a inclusdo de menor

quantidade de nutrientes, como proteina e fésforo, nas dietas.

Foi realizado um experimento com objetivo de avaliar o efeito das
enzimas monocomponentes fitase e protease, separadamente ou em

conjunto, sobre o desempenho de frangos de corte.
Materiais e Métodos.

O experimento foi conduzido no Setor de Avicultura do Departamento
de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Vigosa. As aves foram alojadas em galpao de alvenaria com pé direito de 3,0

metros de altura com as laterais abertas equipado com cortinas de lona,

30



sistema de aquecimento por lAmpadas infravermelho, comedouros tubulares e
bebedouros automaticos do tipo nipple, dividido em boxes de 1,5 x 2,0
metros. Foram utilizados 2000 pintos de corte macho, da linhagem COBB

500, de 14 a 28 dias de idade, alojados em galp&o dividido em boxes.

Do primeiro ao 13° dia de vida os animais foram criados em galpao de
alvenaria, o manejo aplicado de acordo com o manual da linhagem recebendo
racdo e agua a vontade, a ragao fornecida seguia as recomendagdes de
Rostagno et. al. (2011).

No 14° dia de vida os animais foram pesados e distribuidos em
delineamento experimental em blocos casualizados (fileiras do galpao) com

10 tratamentos, 10 repeticdes e 20 aves por unidade experimental.

As dietas (Tabela 1) foram divididas em 3 grupos (Grupo da Fitase,
Grupo da Protease e o Grupo da associagao das duas enzimas) , cada grupo
possuia um tratamento controle negativo que foi formulado fazendo-se a
reducao dos niveis nutricionais de acordo com a matriz da enzima referente
ao grupo, uma dieta onde a enzima era adicionada a este controle negativo
em substituicio ao amido e uma dieta onde era adicionado ao controle
negativo calcario, fosfato, 6leo e aminoacidos em substituicdo a areia e amido
para que esta tivesse os mesmos niveis nutricionais preditos pelas matrizes
das enzimas. E ainda um tratamento com os niveis preditos por Rostagno et
al. (2011).

Tabela 1 Tratamentos experimentais

Controle Negativo Fitase (CNF)
T1 + Fitase (CNFF)
Controle Positivo Fitase (CPF)

Controle Negativo Protease (CNP)
T4 + Protease (CNPP)
Controle Positivo Protease (CPP)

Controle Negativo Associacao (CNA)
T7 + Associacao (CNAA)
Controle Positivo Associagéo (CPA)

OO 0N O W DN -~

-_—

Tabelas Brasileiras
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Tabela 2- Composigao centesimal e nutricional das dietas experimentais

CNF CNFF CPF CNP CNPP CPP CNA CNAA CPA TB
Milho 63,85 63,85 63,85 63,47 63,47 63,47 65,69 6569 6569 59,52
F. Soja 29,27 29,27 29,27 28,04 28,04 28,04 27,81 27,81 27,81 33,62
Oleo de Soja 168 168 220 265 265 265 140 140 195 286
Fosfato Bicacio 080 080 150 152 152 152 081 081 1,51 1,52
Areia 1,50 150 0,36 150 150 150 150 150 0,33 0,00
Amido 050 049 040 050 048 0,18 050 047 0,08 0,00
Calcario 099 099 091 091 091 091 099 0,99 0,91 0,92
Sal 048 048 048 048 048 048 048 048 048 048
DL-Metionina 0,22 0,22 0,25 0,22 022 027 0,18 0,218 0,26 0,30
L-Lisina 0,22 0,22 024 023 023 028 0,22 0,22 028 0,25
L-Treonina 0,03 0,03 0,06 0,03 0,03 0,08 - - 0,08 0,08
L-Valina 0,01 0,00 0,03 0,02 0,02 0,06 - - 0,05 0,05
L-Arginina - - - - - 0,04 - - 0,04 -
Glicina 0,08 0,08 0,08 0,05 005 0,3 0,04 0,04 0,12 0,04
Isoleucina - - - - - 0,03 - - 0,03 -
Minerais' o1 o1 01 o011 011 0,11 0,41 0,41 0,11 0,11
Vitamina? 021 021 021 0,21 0,21 0,21 021 0,21 0,21 0,21
Salinomicina 60% 0,05 0,05 0,05 005 005 0,05 005 0,05 0,05 0,06
BHT 0,010 0,00 00 0,00 0,01 0,00 0,01 0,01 0,01 0,01
Protease - - - - 0,02 - - 0,02 - -
Fitase - 0,01 - - - - - 0,01 - -
Soma 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Energia met Kcal/lKg 3005 3050 3050 3050 3050 3050 3005 3050 3050 3049
Prot Brut % 18,62 18,76 18,69 18,05 18,81 18,19 18,05 18,8 18,25 20,38
Calcio% 0,66 0,8 0,8 0,8 0,8 08 066 0,8 0,8 0,82
Fosforo Disp% 025 038 038 0,38 038 0,38 025 0,38 0,38 0,39
Sodio% 021 0,21 021 0,21 0,21 0,21 021 0,21 0,21 0,21
Lisina Dig% 1,05 1,06 1,06 1,02 1,06 1,06 1,01 1,06 1,06 1,17
Metionina Dig% 047 047 051 047 047 051 043 043 0,51 0,57
Met + Cis Dig% 0,73 0,76 0,76 0,72 0,76 0,76 068 0,76 0,76 0,84
Treonina Dig% 066 069 069 064 069 069 061 069 069 0,76
Triptofano Dig% 02 022 02 019 02 019 0,19 021 0,179 0,23
Arginina% 1,9% 115 115 1,11 115 1,15 111 115 1,15 1,27
Gli + Ser Dig% 1,62 162 162 154 162 162 154 162 1,62 1,73
Valina Dig% 08 082 082 0,78 082 082 0,77 082 0,82 0,9
Isoleucina Dig% 0,72 0,72 0,72 069 0,72 0,72 069 0,72 0,72 0,79
Leucina Dig% 1,09 109 109 105 105 1,05 1,05 1,05 1,05 1,22
Histidina Dig% 046 046 046 045 045 045 045 045 0,45 0,5
Fenilalanina Dig% 0,87 087 087 08 08 08 08 1085 08 0,95
Fen + Tir Dig% 146 146 146 141 141 141 142 142 142 1,6

1Manganés 77,0 mg ; Ferro - 55,0 mg; Zinco — 71,5 mg
lodo - 1,1 mg; Selénio - 0,33 mg.
2%\/itamina A - 8250 Ul; Vitamina D3 - 2090 Ul; Vitamina E - 31 Ul; Vitamina B1 - 2,2 mg
Vitamina B6 — 3,08 mg; Ac Pantoténico - 11,0 mg; Biotina - 0,077 mg; Vitamina K3 - 1,65 mg
Acido félico - 0,770 mg ; Acido nicotinico- 33,0 mg ; Vitamina B12 — 0,013 mg.

; Cobre - 11,0 mg ; Cobalto - 1,0 mg ;
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Com isso os tratamentos foram: T1: Controle Negativo Fitase, T2: T1 + Fitase,
T3: Controle Positivo Fitase, T4: Controle Negativo Protease, T5: T4 + Protease,
T6: Controle Positivo Protease, T7: Controle Controle Negativo Associagdo, T8: T7

+ Associagdo, T9: Controle Positivo Associacdo € T10: Tabelas Brasileiras.

As enzimas utilizadas foram uma fitase monocomponente derivada de
culturas de E. coli na concentragdo de 5000 FTU (Quantum®) e com a
inclusdo de 100g/t de ragdo e uma protease monocomponente |, na
concentracdo de 75000 PROT/g derivada a partir de Bacillus licheniformis e
com a inclusdo de 200 g/t de racédo (Proact®). Uma unidade de atividade da
enzima (PROT) € a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol por
minuto de p-nitroanilina a partir do substrato (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA) em
pH 9.0 e temperatura de 37°C. As matrizes adotadas nos presente trabalho

estao apresentadas na Tabela 3

Tabela 3: Valor de nutrientes considerados fornecidos as dietas pelas
enzimas.

Fitase Protease Associagao
Energia met Kcal/Kg 45,00 0,00 45,00
Calcio% 0,14 0,00 0,14
Fosforo Disp% 0,13 0,00 0,13
Lisina Dig% 0,01 0,04 0,05
Met + Cis Dig% 0,03 0,04 0,08
Treonina Dig% 0,03 0,05 0,08
Triptofano Dig% 0,02 0,01 0,02
Arginina% 0,00 0,04 0,04
Gli + Ser Dig% 0,00 0,08 0,08
Valina Dig% 0,02 0,04 0,05
Isoleucina Dig% 0,00 0,03 0,03

A avaliagao estatistica dos dados foi feita utilizando software de avaliagao
estatistica SAS utilizando analise de variancia e comparacédo por contrastes
ortogonais 5% de probabilidade (P<0.05).

Os contrastes avaliados foram: T2 x T1; T2 x T3; T5 x T4; T5 x T6; T8 x T7;
T8XxTY; T8 xTH5; T8 xT2; T1IOXx(T2+T3+T5+T6 + T8 + T9)/6.
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Aos 28 dias de idade, os animais e as sobras de racao foram pesados

e 0s parametros avaliados foram: ganho de peso, consumo de racgao,

conversao alimentar.

Resultados

Tabela 4: Médias dos tratamentos para as variaveis respostas
avaliadas Peso final (g), Ganho de peso (g), Consumo (g) e Conversao

alimentar.
Tratamento Dieta IF—')iE;SaOI Ganho Consumo Ca
1 Controle Negativo Fitase 14932 10263 16318 1,590
2 T1 + Fitase 1521,0 10532 16265 1,545
3 Controle Positivo Fitase 14991 1032,8 16075 1,557
P Valor 1vs 2 0,032 0,031 0,758 0,001
2vs 3 0,090 0,100 0,273 0,157
4 Controle Negativo Protease 14947 10275 15961 1555
5 T4 + Protease 1516,7 1049,6 16310 1,554
6 Controle Positivo Protease 15359 1068.7 16335 1,529
P Valor 4vs5 0,084 0,078 0,044 0,849
5vs6 0,135 0,122 0,884 0,020
7 Controle Negativo Associagao 14457 977.9 1599.7 1,639
8 T7 + Associagéo 1502,6 10344 16428 1,589
9 Cotrole Positivo Associacao 15110 1043.9 1606,5 1,540
7vs 8 0,001 0,001 0,013 0,001
P Val 8vs9 0,505 0,444 0,038 0,001
alor 8vs 2 0153 0,128 0,341 0,001
8vs5 0,270 0,222 0,489 0,001
10 Tabelas Brasileiras 1545,1 1077,2 1600,5 1,486
P Valor TB vs Ezimas; CPs 0,002 0,002 0,070 0,001
DMS a 5% 25,9 25,3 34,9 0,022
Desvio Padrao da Média 0,049 0,044 0,043 0,056

O Contraste utilizado para avaliar o tratamento Tabelas brasileiras em relacéo

aos tratamentos que receberam enzimas e controles positivos foi significativo

para todas as variaveis avaliadas.
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A adigao de fitase promoveu maior (P<0,05) ganho de peso e peso final aos
animais que receberam o tratamento controle negativo e semelhante (P>0,05)
aos que receberam o tratamento de controle positivo. O consumo de ragao
nao foi estatisticamente diferente (P>0,05) em nenhum dos contrastes dentro
do grupo da fitase. A conversao alimentar foi melhor (P<0,05) para os animais
que receberam dietas com adicdo de fitase em relagdo aos animais que
receberam dieta controle negativo e semelhante (P>0,05) aos animais que

receberam o tratamento controle positivo.

Os tratamentos que receberam a protease apresentaram ganho de peso
semelhante (P>0,05) aos animais que receberam controle negativo e foi
menor (P<0,05) que o dos animais que receberam o controle positivo. A
adicdo de protease promoveu maior (P<0,05) consumo em relacdo ao
controle negativo e semelhante (P>0,05) ao controle positivo. Porém, a
conversao alimentar dos animais que receberam protease foi estatisticamente
igual (P>0,05) aos animais do controle negativo e pior (P<0,05) em relacdo

aos animais do controle positivo.

Quando se utilizaram as duas enzimas em conjunto, as obtiveram ganho de
peso maior (P<0,05) em relagdo as do controle negaativo e igual
estatisticamente (P>0,05) ao controle positivo. O consumo de ragao foi maior
(P<0,05) para as ves que receberam a associacdo das enzimas em relacao
as aves do tratamento controle negativo deste grupo e semelhante (P>0,05)

ao seu controle positivo.

Ao comparar as enzimas entre si, foi possivel verificar que as aves que
receberam as enzimas em associagao apresentaram mesmo (P>0,05) ganho
de peso e consumo de ragdo aos animais que receberam quaisquer das
enzimas individualmente. Porem, a associacao de enzimas promoveu uma
piora na conversao alimentar em relacdo aos animais que receberam apenas

fitase ou apenas protease.
Discussao

A adicao de fitase n&o alterou o consumo, porém aumentou o0 ganho de peso

e melhorou a conversao alimentar dos frangos, quando comparado aos do
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tratamento controle negativo, entretanto, ndo foi encontrada nenhuma
diferenga quando se comparou com o tratamento controle positivo, validando
assim a matriz nutricional utilizada para esta Fitase. Varios outros autores
(Cowieson et al., 2005; Olukosi et al., 2007; Rutherfurd et al., 2012) também
encontraram melhora no desempenho dos animais ao adicionar fitase a dieta
com baixo nivel de fésforo, devido a liberagdo de fésforo, de energia, de

aminoacidos e de minerais por parte da fitase (Gomes 2010) .

Os animais que receberam as dietas dos tratamentos que continham
protease, ndo apresentaram diferencas em relagdo ao ganho de peso e a
conversao alimentar comparados aos que nao receberam o tratamento com a
enzima (controle negativo) e tiveram pior desempenho quando comparados
aos animais do controle positivo em relagdo a estes mesmos parametros,
porém, a adicdo de protease aumentou o consumo em relagdo ao seu
controle positivo, mas nao diferiu da dieta que recebeu os aminoacidos. Angel
et al. (2011) relataram efeito benéfico da protease em relagdo ao ganho de
peso e a conversao alimentar, porém, os autores afirmaram que os
resultados sdo inconsistentes, devido a diferengas nos tipos de enzima
utilizados (muitos autores usam complexos enzimaticos) e as diferentes dietas
controle. Segundo Oxenboll et al. (2011) o uso de protease em dietas para

frango de corte reduz a emissao de nitrogénio no ambiente.

Freitas et al. (2011) ndo encontram efeito da protease sobre o ganho de peso
e 0 consumo de racgao, relatando melhora na conversao alimentar. No caso
da protease, a matriz nutricional pode nao ter sido aplicada de forma correta
neste trabalho, com isso a enzima nao disponibilizou o aporte de aminoacidos

que era esperado.

A utilizagdo das matrizes enzimaticas em conjunto se apresentou
numericamente o menor ganho de peso quando comparado as dietas que
receberam cada enzima individualmente apresentando piora na conversao
alimentar. Segundo Bedford et al. (2010) uma enzima pode limitar o efeito da
outra, quando as duas atuam sobre o0 mesmo substrato. Apesar de atuarem
sobre substratos diferentes, foi possuvel observar que a protease nao foi

eficiente em manter o desempenho sobre as condigbes experimentais
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utilizadas, levando a crer que a fitase fez com que os animais que receberam
a associagao das enzimas mantivessem resultados de ganho e consumo

semelhante aos que receberam as enzimas isoladamente.

O efeito das enzimas exdgenas sobre o desempenho dos animais nao
necessariamente a refletem nos resultados obtidos em analises in vitro, uma
vez que o a bioeficacia destes produtos € dependente de varios fatores
(Romero et al. 2013). Dentre os fatores pode-se citar interagbes entre o

alimento e o trato intestinal e outros fatores fisiologicos do animal.
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Artigo 2

Uso de enzimas exdégenas sobre a digestibilidade ileal verdadeira de
aminoacidos e as perdas endégenas em um farelo de soja e uma dieta

basal.
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Uso de enzimas exdégenas sobre a digestibilidade ileal verdadeira de
aminoacidos e as perdas endégenas em um farelo de soja e uma dieta

basal.

Use of a exogenous enzyme on true ileal digestibility of amino acids and

endogenous flow in soybean meal and a basal diet.

Resumo

Foi realizado um estudo com o intuito de avaliar a digestibilidade ileal
verdadeira de aminoacidos em um farelo de soja e em uma dieta basal e
também a perda enddogena de aminoacidos, utilizando uma protease
monocomponente e uma carboidrase isoladamente, ou em conjunto. Foram
realizados trés ensaios de digestibilidade simultaneamente, utilizando 504
animais. Em cada ensaio utilizou-se 168 animais em um total de 4
tratamentos: tratamento controle (sem a adigdo de nenhuma enzima),
utilizacdo de protease, utilizagdo de carboidrase e a associacdo das duas
enzimas, com 6 repeticdes e 7 aves por unidade experimental, distribuidos
em delineamento inteiramente ao acaso em baterias metalicas. Uma dieta
isenta em proteina (DIP) foi usada para determinar a excregao enddgena,
(ensaio 1), DIP + Farelo de soja (DIP+ FS) foi usada para determinar a
digestibilidade de aminoacidos da soja (ensaio 2) e uma dieta basal(DB),
formulada a base de milho e farelo de soja (ensaio 3). Todas as diestas com e
sem a adi¢do das enzimas. Em todas as dietas foram adicionadas Celite™
como indicador de indigestibilidade em quantidade de 10 g/kg. Foi possivel
observar que as enzimas influenciaram a perda enddégena de aminoacido
pelas aves, alem de aumentar a digestibilidade ileal dos aminoacidos do
farelo de soja e da dieta basal. Houve também, efeito mais pronunciado da
protease em relacdo a carboidrase, além disso, a associagcao das enzimas
proporcionou efeito semelhante a protease usada isoladamente.Nao foi

observado efeito aditivo das enzimas.
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Palavras-chave: protease, carboidrase, aminoacidos, digestibilidade
Abstract

A study was realized in order to evaluate the true ileal digestibility of amino
acids in a soy meal and a basal diet and also the loss of endogenous amino
acid using a protease and a carbohydrase alone or in combination. Three
digestibility trials were conducted simultaneously, using 504 animals. In each
experiment were used 168 animals with 4 treatments: control treatment
(without the addition of any enzyme), use of protease use of carbohydrase
enzymes and their combination, with 6 replicates of 7 birds each, distributed in
a completely randomized design in metal batteries. A protein free diet (DIP)
was used to determine endogenous excretion (trial 1), DIP + Soybean meal
(DIP + FS) was used to determine the amino acid digestibility of soybean (trial
2) and a basal diet (BD), formulated based on corn and soybean meal (trial 3).
All diets with and without the addition of enzymes. In all diets Celite were
added as an indicator of indigestible at 10 g / kg. It was observed that the
enzymes influenced the loss of endogenous amino acids by poultry, besides
increasing the ileal amino acid digestibility of soybean meal and basal diet.
The addiction of protease had a highest effect than carbohydrase addiction,
and also the protease addicted alone, had the same effect when use in

combination with phytase. No additive effect of the enzymes was observed.

Key words: protease, carbohydrase, amino acids, digestibility.
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Introducgao

Os avancgos alcangados pela avicultura trazem consigo grandes desafios no
sentindo de reduzir o custo de producgdo. A alimentacdo representa a maior
parte destes custos, com isso grande esforgo tem sido feito para encontrar
alternativas que ajudem as aves a terem melhor aproveitamento das dietas
oferecidas.

Um dos grandes problemas para a boa digestdo dos alimentos pelos animais
€ a presenca de fatores antinutricionais. A maior parte das dietas no Brasil é
produzida a base de milho e de farelo de soja (Fortes et al., 2012). Segundo
Choct (2006), o milho contém aproximadamente 8% de polissacarideos nao
amilaceos (PNA) insoluveis, ja Irish & Balnave (1993) apontaram ter 16% de
PNA no farelo de soja.

A maior capacidade de digestdo dos alimentos da dieta e o melhor
aproveitamento dos nutrientes faz com que seja possivel a formulacdo de
dietas mais baratas, reduzindo o custo de produgdo. Uma boa alternativa
para que isso seja possivel, € o uso de enzimas exdgenas.

Segundo Soto Salanova et al. (1996), as enzimas exdégenas atuam
principalmente, provocando a ruptura das paredes celulares das fibras;
reduzindo a viscosidade provocada pela fibra soluvel na digesta do intestino
proximal; degradando as proteinas, por exemplo, do farelo de soja, reduzindo
os efeitos dos fatores antinutricionais tais como os inibidores de proteases, e
tornando os nutrientes mais disponiveis para o animal; suplementando a
producao de enzimas enddgenas do animal.

A atividade de enzimas sobre a digestibilidade vem sendo estudada ha
bastante tempo, com resultados ja consagrados, mas, de acordo com
Cowieson & Adeola (2005), o estudo da atividade das enzimas em conjunto
vem recebendo pouca atencao. Estes mesmo autores afirmam que apesar da
l6gica dizer que a resposta ao uso de 2 ou mais enzimas seria um aumento
proporcional na digestibilidade, na realidade essa afirmacéo pode nao ser
verdadeira.

Além disso, pode haver uma dindmica na agcido das enzimas, por estas aturem
de forma divergente em diferentes tipos de alimentos e ainda podem

influenciar a perda enddégena de aminoacidos.
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Com isso, foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar a digestibilidade
ileal verdadeira de aminoacidos em um farelo de soja, uma dieta basal, e
ainda avaliar a perda enddgena, utilizando uma protease e uma carboidrase

isoladamente, ou em conjunto.

Material e métodos.

Foram realizados simultaneamente trés ensaios de digestibilidade no Setor de
Avicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa,
seguindo a normas adotadas pelo Comité de Etica da Universidade Federal
de Vigosa. Cada ensaio utilizou 168 pintos de corte da linhagem comercial
Cobb 500®, que foram utilizados durante o periodo experimental de 14 a 24
dias de idade. Os animais foram distribuidos em gaiolas metabdlicas em 4
tratamentos com 6 repeticbes e 7 aves por unidade experimental (em cada
ensaio). Sendo assim, foram usados ao todo 504 animais. Os ensaios foram
realizados em duas etapas, considerando dois blocos separados pelo tempo,
sendo que cada bloco teve um total de trés repeticbes de cada tratamento,
possuindo as mesmas condigdes, diferenciando apenas no tempo.

Cada ensaio foi realizado usando um tipo de dieta diferente, mas todos
possuiam os mesmos tratamentos: controle sem adicdo de enzima (s/enz),
controle mais protease (Prot), controle mais carboidrase (Carbo) controle mais
associacao das enzimas (Ass).

As dietas utilizadas estdo apresentadas na tabelal: uma dieta isenta em
proteina (DIP) foi usada para determinar a excregao endogena, (ensaio 1),
DIP + Farelo de soja (DIP+ FS) foi usada para determinar a digestibilidade de
aminoacidos da soja (ensaio 2) e uma dieta basal(DB), formulada a base de
milho e farelo de soja (ensaio 3). Todas as dietas com e sem a adigdo das
enzimas. Em todas as dietas foram adicionadas Celite™ como indicador de
indigestibilidade em quantidade de 10 g/kg.

As enzimas utilizadas foram: Ronozyme ProAct® que € uma protease
produzida a partir de Bacillus licheniformis com uma inclusao de 200ppm. A
atividade enzimatica para esta protease é definida pela quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 ymol of p-nitroaniline a partir de 1 yM do substrato
((Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-N-succinyl Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide) por minuto a

um pH de 9.0 e 37° C. O produto utilizado consiste de 75000 unidades de / g
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de enzima. Ronozyme® VP, com uma inclusdo de 300ppm contendo 1,3(4)-
B-glucanase, pentosanase, hemicellulase and pectic-substance hydrolyzing

activities.

Tabela 1 Dietas experimentais.

Ingredientes / Dietas DIP DIP + FS DB
Amido 81,02 51,02 -
Acucar 5,00 5,00 -
Milho - - 55,429
Farelo de Soja - 30,00 36,602
Oleo de Soja 5,00 5,00 3,186
Fosfato Bicalcio 2,10 2,10 1,520
Calcario 1,00 1,00 0,908
Sal 0,45 0,45 0,483
Sabugo de Milho 4,00 4,00 -
L-Lysina HCI 99% - - 0,162
DL-Methionina 99% - - 0,275
L-Threonina 98% - - 0,040
Premix Mineral’ 0,11 0,110 0,110
Premix Vitaminico? 0,12 0,120 0,185
Cloreto de Colina (60%) 0,20 0,20 0,100
Cinza Insoluvel em acido 1,00 1,00 1,000

Total 100 100 100
Proteina Bruta % 0,00 1,35 21,00

"Manganés 77,0 mg ; Ferro - 55,0 mg; Zinco — 71,5 mg; Cobre - 11,0 mg ; Cobalto - 1,0 mg ;
lodo - 1,1 mg; Selénio - 0,33 mg.
%\/itamina A - 8250 Ul; Vitamina D3 - 2090 Ul; Vitamina E - 31 Ul; Vitamina B1 - 2,2 mg ;
Vitamina B6 — 3,08 mg; Ac Pantoténico - 11,0 mg; Biotina - 0,077 mg; Vitamina K3 - 1,65 mg ;
Acido félico - 0,770 mg ; Acido nicotinico- 33,0 mg ; Vitamina B12 — 0,013 mg.
Até o 13° dia de idade, os animais receberam uma ragéo a base de milho e de
farelo de soja para atender suas exigéncias nutricionais seguindo as
recomendagdes de Rostagno (2011). Aos 14 dias de vida os animais foram
transferidos para baterias metalicas equipadas com bandejas coletoras de
excreta cobertas por uma lona plastica para evitar a contaminagcdo do
material, e entdo comegaram as receber as dietas experimentais até o 23° dia
de vida.

No 24° dia todos os animais foram abatidos por eletronarcose. Depois de
abatidos, foi realizada uma incisdo abdominal para expor o ileo e coletar o

conteudo de 40 cm a partir da juncdo ileo cecal, o conteudo foi coletado
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realizando uma leve pressdao com o0s dedos no intestino dos animais. A
digesta coletada foi armazenada em potes plasticos devidamente
identificados, liofilizados, moidos em moinho de acho inox e enviados para
analise de matéria seca e proteina bruta de acordo com Silva et al. (2002) e
cinza insoluvel em acido (CIA) seguindo as recomendagbdes de Josleyn
(1970). O conteudo de aminoacido das digestas das dietas e farelo de soja foi
analisado no Laboratério CBO por High Performance Liquid Chomatography
(HPLC).

Os valores de excregao enddgena foram estimados através dos animais
que receberam as DIPs. O calculo da digestibilidade verdadeira de
aminoacidos foi realizado de acordo com as equacdes propostas por
Sakomura & Rostagno (2007) e estao indicadas a seguir:

Fator de indigestibilidade ilial (IF):

IF1 = [AIA] na dieta / [AIA] digesta.
IF2 = [AIA] na DIP / [AlA] digesta
Coeficiente de digestibilidade ileal (IDC):

TIDAA % = (% AA dieta — (% AA dig. x FI1) — (AA end. PFD X IF2)) X 100
% AA dieta

onde:

IF = fator de indigestibilidade

[IAA] = concentracdo de cinza insoluvel em acido .

DIP = Dieta isenta de proteina.

TIDAA = Coeficiente de digestibilidade verdadeira dos aminoacidos.
% AA diet = Porcentagem de aminoacido na dieta dieta.

% AA dig = Porcentagem de aminoacido na digesta.

AA end = Aminoacido enddgeno.
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Tabela 5: Composigdo Analisada de aminoacidos do Farelo de soja e da
ragao basal com base na matéria natural (mg/g).

Aminoacidos Farelo de Soja Dieta Basal
Proteina Bruta 466,98 220,57
Soma AA 441,91 217,53
Lisina 25,72 13,20
Metionina 5,23 5,40
Cistina 5,77 2,92
Met + Cis 11,00 8,32
Treonina 18,50 8,65
Triptofano 4,63 1,70
Arginina 34,08 15,77
Valina 21,53 10,43
Isoleucina 16,75 8,07
Leucina 31,52 17,40
Fenilalanina 21,49 10,67
Tirosina 15,67 8,23
Histidina 11,53 5,70
Glicina 21,95 9,70
Serina 25,18 11,93
Prolina 25,48 13,40
Acido Glutamico 87,81 42 17
Acido Aspartico 50,00 23,63
Alanina 19,09 10,33

Os dados de cada ensaio foram submetidos a ANOVA e as médias avaliadas
pelo teste Student Newman Keuls (SNK) com 5% de probabilidade usando o
pacote estatistico do SAS Institute. (2009).

Resultados

Os valores de excrecdo enddégena dos aminoacidos estdo apresentados na
tabela 3. Houve alta variagcdo, o que pode ser percebido pelos valores dos
erros padrao da meédia. Houve influéncia das enzimas sobre a perda
enddégena de aminoacidos, sendo que a associagdo das enzimas aumentou
(P<0,05) a excrecao de Alanina, Prolina, Serina, Glicina, Histina,
Phenilalanina, Leucina, Cistina e Lisina, em relacdo ao tratamento controle.
Analisando individualmente, observa-se que a protease proporcionou perda
enddégena igual (P>0,05) ao tratamento controle, sendo que a carboidrase foi

diferente (P<0,05) para Cistina. Ja a carboidrase proporcionou excregcéo de
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Cistina maior que o controle e excre¢cao de Serina igual ao tratamento com

associacao das enzimas.

Tabela 3: Média dos valores das perdas enddgenas (g/kg de consumo de

matéria seca),

Enzima ANOVA
Aminoacidos DIP Prot Carbo Ass P SEM
Proteina Bruta 1,099 1,216 1,025 1,758 0,084 0,51
Soma AA 1,424 1,621 1,612 1,984 0,393 0,56
Lisina 0,035 8 0,045 ® 0,030 8 0,067 * 0,026 0,02
Metionina 0,014 0,015 0,015 0,020 0,294 0,01
Cistina 0,039 ~ 0,042~ 0,021 B 0,03 * 0,027 0,01
Met + Cis 0,053 0,057 0,036 0,055 0,139 0,02
Treonina 0,097 0,108 0,104 0,122 0,633 0,03
Triptofano 0,026 0,028 0,033 0,035 0,305 0,01
Arginina 0,053 0,063 0,051 0,079 0,231 0,03
Valina 0,068 0,082 0,070 0,098 0,296 0,03
Isoleucina 0,040 0,049 0,041 0,063 0,158 0,02
Leucina 0,057 % 0,078 8% 00688 0,133 4 0,000 0,04
Fenilalanina 0,038 8 0049 % 0,043 8% 0,074 * 0,028 0,02
Tirosina 0,049 0,047 0,046 0,057 0,687 0,02
Histidina 0,014 8 0,018 *® 0,016 B 0,028 * 0,039 0,01
Glicina 0,057 % 00808 00668 0,148 *# 0,002 0,04
Serina 0,087 8 0,110 ® 0,096 “® 0,163 * 0,047 0,05
Prolina 0,066 B 009 ® 0,076 B 0,166 * 0,004 0,04
Ac. Glutamico 0,109 0,132 0,108 0,202 0,077 0,07
Ac. Aspartico 0,073 0,085 0,065 0,127 0,151 0,05
Alanina 0,049 8 0046 8 0,053 8 0,092 * 0014 0,02

*Letras diferentes significa diferencga estatistica (P<0,05).
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Tabela 4: Média dos valores de Digestibilidade ileal verdaddeira dos

aminoacidos do farelo de soja (%).

Tratamentos Anova

Enzima S/ Enz Prot Carbo Ass P SEM
Proteina Bruta 86,25 ° 91,32 * 86,39 ° 92,04 * <0,001 1,99
Soma AA 80,57 ¢ 86,628 8204 ¢ 9210 %" <0,001 2727
Lisina 8524 8 8998 * 8989 " 90,31 & <0,001 1,79
Metionina 88,77 B 93,08 4 9563 4 9469 * <0,001 256
Cistina 7712 ¢ 8588 " 8373 B 8987 " <0,001 4,03
Met + Cis 83,63 " 88,03 # 81818 8877~ 0,019 4,68
Treonina 79,03 B 8792 % 8143 % 90,13 %4 <0,001 3,11
Triptofano 7504 B 8650 A 7512 B 8925 % <0,001 57
Arginina 9161 8 9549 * 09208 % 96,53 4 <0,001 1,49
Valina 7920 © 90,13 B 80,92 ¢ 9265 % <0,001 2,04
Isoleucina 80,83 2 90,30 & 8224 % 9182% <0,001 1,77
Leucina 8223 B 8946 & 8279 % 9053%* <0,001 218
Fenilalanina 8427 % 9122 % 85228 9255~ <0,001 1,78
Tirosina 8255 P 8977 B 8531 ¢ 9367 " <0,001 2,02
Histidina 84,76 2 8945 " 85928 9103 % <0,001 2,04
Glicina 7850 B 84,92 A 80,58 “® 85,09 * 0,005 3,28
Serina 8284 8 90,75 % 8404 % 9165 " <0,001 261
Prolina 8509 B 9108 "% 85258 9325”% <0,001 22
Ac. Glutamico 8314 ¢ 8750 °% 8416 ¢ 90,80 A <0,001 246
Ac. Aspartico 89,02 B 9318 4 88858 9351 " <0,001 1,82
Alanina 81,11 % 8836 * 81588 8728 "% 0,001 3,26

*Letras diferentes significa diferencga estatistica (P<0,05).
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Tabela 5: Média dos valores de Digestibilidade ileal verdaddeira dos

aminoacidos dieta basal.

Tratamentos Anova

Enzima S/ Enz Prot Carbo Ass P SEM
ProteinaBruta 7993 ® 8346 » 8235 * 8379 » 0,005 2,115
Soma AA 76,41 B 80,96 * 7969 A 8154 A 0,002 1,77
Lisina 82,04 ® 8548 * 87,72 % 86,56 * <0,001 1,58
Metionina 93,37 94,09 94,59 93,98 0,377 1,17
Cistina 73,79 80,90 75,70 81,35 0,154 6,6
Met + Cis 86,92 89,02 88,31 87,74 0,305 2,17
Treonina 7381 8 7926 % 77,06 *® 78,17 "® 0,037 3,1
Triptofano 67,61 73,34 75,13 72,24 0,100 5,08
Arginina 8585 ° 88,08 * 87,98 " 89,09”" 0,004 135
Valina 7436 ¢ 8299 A 7863 % 7951 B <0,001 2,03
Isoleucina 76,71 © 8356 »~ 80,038 8259 * <0,001 1,61
Leucina 79,07 © 83,78 A 81,338 8524 * <0,001 1,51
Fenilalanina 79,03 © 8463 ~ 81,97 ® 8337 " <0,001 1,41
Tirosina 7815 8 8229 A 7974 "8 8124 * 0,009 244
Histidina 79,45 8 8312 % 8258 * 8370 * 0,001 1,61
Glicina 7294 B 7521 " 7616 " 77,57 » 0,058 277
Serina 77,96 ® 81,89 * 8151 "% 8327 * 0,001 1,93
Prolina 7719 ¢ 8051 % 80,20 B 8559 A <0,001 1,96

Ac. Glutamico 7846 ¢ 82,08 “® 80,00 B¢ 83,84 » <0,001 1,76
Ac. Aspartico  g288 » 8589 ® 8501 °% 8559 ° 0,017 1,59
Alanina 75,02 8 7878 » 7825 " 7979 " 0,019 246

*Letras diferentes significa diferenga estatistica (P<0,05).

O coeficiente de digestibilidade ileal verdadeira dos AAs do farelo de soja
submetido a enzima A diferiu (P<0,05) dos coeficientes do tratamento
controle em todos os AA com excecao da Met+Cys. Esta enzima ainda se
igualou (P>0,05) a associacao entre enzimas para todos os aminoacidos,
exceto para a Soma AA, Valina, Tirosina e Alanina. O tratamento que
recebeu a carboidrase diferiu (P<0,05) do tratamento controle nos seguintes
aminoacidos: Tirosina, Cistina, Metionina e Lisina, sendo igual (P>0,05) a
enzima A nos coeficientes de digestibilidade de Lisina, Metionina, Cistina e
Glicina. A associagao das duas enzimas fez com que os coeficientes de

aminoacidos estivessem sempre valores estatisticamente mais altos (P<0,05)
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que o tratamento que ndo recebeu nenhuma enzima, porém, os valores
estiveram sempre proximos aos valores encontrados quando se adicionou a
carboidrase.

Houve efeito (P<0,05) das enzimas sobre o coeficiente de digestibilidade
verdadeira dos aminoacidos da dieta basal para a maioria dos aminoacidos,
nao havendo diferenga apenas para Triptofano, Cistina, Metionina e Metionina
+ Cistina. Dentre os outros aminoacidos, O tratamento que recebeu a
protease apresentou coeficientes de digestibilidade maiores (P<0,05) que o
tratamento controle em todos eles, sendo estatisticamente igual apenas para
a Glicina. A carboidrase proporcionou aumento dos coeficientes de
digestibilidade também para a maioria dos aminoacidos em relagdo ao
tratamento controle, ndo havendo diferenga para Treonina, Tirosina, Glicina,
Alanina. Esta enzima apresentou coeficientes inferiores (P<0,05) aos da
enzima A para Valina, Isoleucina, Leucina e Fenilalanina. Dentre os AA que
apresentaram diferenga (P<0,05), a associagcdo de enzimas sé nao foi
superior ao tratamento controle para Treonina, mas no geral, apresentou

resultados semelhantes a protease.

Discussao

Embora o valor de proteina bruta do farelo de soja (466,98 g/kg) tenha sido
mais alto que o esperado (455,0 g/kg), o nivel dos aminoacidos parece estar
proximo daqueles apresentados por Rostagno et al. (2011), porém, estes
mesmos autores apresentam valores de coeficiente de digestibilidade
verdadeira consideravelmente maiores.

Os coeficientes de digestibilidade encontrados neste trabalho foram menores
que aqueles descrito por Rostagno et al. (2011). Por exemplo, o coeficiente
de digestibilidade da lisina encontrado neste trabalho foi de 85,2%, enquanto
que os autores supracitados apresentam coeficiente de 92,2%.

Os valores da excregdo endoégena encontrados neste trabalho sdo menores
que os encontrados por Siriwan et al. (1993) que avaliou a excregao
enddgena para animais de 5 semanas, os animais do presente trabalho
foram abatidos com 24 dias, segundo Silva et al.(2006) a idade é um dos

fatores que pode influenciar na excregao endégena de aves.
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E escasso na literatura trabalhos relacionando o uso de enzimas exdgenas e
a excregdo enddgena de aminoacidos pelos animais, neste trabalho houve
efeito, porém, este néo foi conclusivo, ndo demonstrando relagéo clara entre
tratamento e a resposta.

O método da Dieta isenta de proteina tende a ser o mais consistente para a
determinacao das perdas endogenas (Adedokun et al. 2011). Segundos estes
autores varios fatores podem influenciar as perdas enddgenas das aves,
dentre eles esta o método de coleta, uma vez que a coleta por pressao do
intestino (como foi realizado no presente trabalho) pode lesar a mucosa,
aumentando a perda endogena. Os autores ainda sugerem praticas para
minimizar a variacdo das perdas enddgenas, dentre elas: o uso de grande
numero de animais para as dietas que receberam a DIP, para que haja maior
volume de material; a coleta do conteudo ileal através do fluhing; constantes
estudos da perda enddgena e a padronizagdo das dietas para determinagao
das perdas enddgenas. Esta ultima também é sugerida por Stein et al. (2007).
Os efeitos benéficos das proteases sobre a digestibilidade de nitrogénio, da
proteina bruta e dos aminoacidos ja foram demonstrados anteriormente
(Freitas et al. 2011; Cowieson & Ravidram 2008; Garcia et al. 2009). A
melhora na digestibilidade verdadeira da proteina causado pela protease
sobre a dieta controle foi de 3,53% . A carboidrase promoveu aumento de
3,08, enquanto que a associagdo entre as duas promoveu aumento em
média de 4,70%. Angel et. al.(2011) avaliando a digestibilidade aparente
apenas, encontrou melhora de 6,1%, diferenga consideravel, levando em
conta que para a digestibilidade verdadeira ainda devemos descontar a perda
enddgena dos aminoacidos excretados.

Segundo Pettersson et al. (2013) as proteases promovem aumento da
digestibilidade aparente verdadeira do farelo de soja em média de 5%, valor
muito préximo ao encontrado no presente trabalho (5,07%), este efeito pode
ser causado tanto pela atuagdo da enzima exdgena diretamente sobre a
proteina do alimento deixando-a mais disponivel, quanto pela hidrolise dos
fatores antinutricionais fazendo com que o animal tenha maior capacidade
digestiva.

Liu et al. (2013) avaliou o efeito de uma protease sobre a digestibilidade

aparente de aminoacidos do sorgo em quatro partes do intestino (jejuno
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proximal e distal, ileo proximal e distal), este autor concluiu que além de
aumentar a digestibilidade, a enzima ainda aumentou a taxa de digestao de
alguns aminoacidos. Segundo Sacranie et al. (2013) efeitos fisiologicos ndo
definidos podem influenciar o efeito da protease.

O efeito da protease néo se limita a apenas a digestdo da proteina, mas
também pode influenciar a digestdo de amido e gordura Romero et al. (2013).
Ou seja, o efeito da protease n&o pode ser considerado isoladamente, pois
ela é utilizada juntamente com outras enzimas, cujo efeito e mecanismos
parecem nao serem totalmente independentes.

O efeito da carboidrase sobre a digestibilidade de aminoacidos sobre a dieta
completa foi mais pronunciado que quando avaliada somente em um farelo de
soja. Segundo Cowiesom (2009), o efeito de uma carboidrase nos
coeficientes de digestibilidade ileal dos aminoacidos é dependente da fragao
indigerivel da dieta e, portanto, quanto maior for esta fragdo na dieta, maior
sera a quantidade de nutrientes liberada pela enzima. A digestibilidade do
farelo de soja foi calculada usando uma dieta semi purificada que continha
30% de farelo de soja e os demais ingredientes eram todos de facil
digestibilidade, como amido e agucar. Ja a dieta basal utilizada continha
36,60% de farelo de soja e ainda 55,45 % de milho, ou seja, possivelmente a
dieta basal continha uma quantidade muito maior de fatores indigeriveis que a
dieta usada para calcular a digestibilidade da soja.

Apesar de néo ter sido feita uma analise estatistica, ao comparar os valores
de coeficiente de digestibilidade verdadeira dos aminoacidos da dieta basal e
do farelo de soja, é claramente perceptivel que o farelo de soja apresenta
numeros maiores, isso pode ser devido ao fato de que uma dieta com maior
quantidade de peptideos proporcionar uma maior perda de aminoacidos
endogenos (Ravindran et al., 2009), uma vez que as perdas enddgenas da
dieta basal foram estimadas usando uma dieta isenta de proteina, as perdas
enddgenas da dieta basal podem ter sido subestimadas.

Olukosi et al. (2007) trabalhando com fitase e um coquetel enzimatico que
continha xilanase, amilase e protease separadamente ou em associagao,
encontrou diferenca estatistica para o desempenho dos animais quando as
enzimas foram usadas separadamente ou em conjunto, mas disseram nao

haver aditividade, pois se isso ocorresse, a melhora do desempenho dos
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tratamentos onde houve a associagcdo das enzimas deveria ser a soma da
melhora das enzimas separadamente. Cowieson et al. (2010) definiram como
efeito subaditivo, quando a associagdo entre duas ou mais enzimas
promovem um efeito melhor que quando usadas individualmente, porém
menor que a soma do efeito das enzimas. No presente estudo isso também
nao foi comprovado, uma vez que a associagcdo das enzimas teve resultado
semelhante a protease quando usada separadamente.

Com isso, é possivel dizer que as enzimas utilizadas influenciaram a perda
endogena de aminoacidos, bem como atuaram no sentido de aumentar a
digestibilidade dos aminoacidos tanto do farelo de soja isoladamente, quanto
da dieta basal, porém o efeito é diferenciado entre o alimento isoladamente e
a dieta completa. Nao é possivel afirmar que exista efeito aditivo ou subaditivo

entre as enzimas utilizadas.
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Artigo 3
Digestibilidade ileal verdadeira de aminoacidos em dietas com

diferentes niveis de proteina bruta, suplementadas com enzimas.
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Digestibilidade ileal verdadeira de aminoacidos em dietas com

diferentes niveis de proteina bruta, suplementadas com enzimas.

Use of exogenous enzyme on true ileal digestibility of amino acids in

diets with different levels of crude protein.

Resumo

Foi realizado um ensaio de digestibilidade no Setor de Avicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigcosa para
determinar a digestibilidade ileal verdadeira de aminoacidos de dietas com
diferentes niveis de proteina bruta suplementadas ou ndo com enzimas
exodgenas. Foram utilizados 504 pintos de corte da linhagem comercial Cobb
500® durante o periodo experimental de 14 a 24 dias de idade. Os animais
foram distribuidos em gaiolas metabdlicas em esquema fatorial 4 x 2 (enzimas
e niveis de proteina bruta) resultando em 8 tratamentos com 6 repeticoes e 7
aves por unidade experimental. As enzimas usadas foram: uma protease,
uma carboidrase e a associagao de ambas, além de uma dieta sem a adicéo
de enzimas. Foram misturadas dietas com dois niveis de proteina bruta
21,0% e 14,7%. A suplementagdo das dietas com protease proporcionou
aumento (P<0,05) na digestibilidade da maioria dos aminoacidos, sendo em
meédia 2,5% superior a dieta sem a adicdo de enzimas. A suplementacdo com
carboidrase promoveu nas dietas aumento na digestibilidade de aminoacidos
de 1,9% em relacao a dieta basal enquanto a associacao das duas enzimas
promoveu em média aumento de 4,7%. Houve diferenca (P<0,05) para a
digestibilidade de aminoacidos das dietas de diferentes niveis de proteina
bruta, sendo a dieta de 14,7% de proteina bruta 2,21% superior a dieta de
21,0% de proteina bruta. Houve interagéo significativa (P<0,05) para serina,
glicina, alanina, prolina, metionina, leucina, fenilalanina, lisina, soma dos

aminoacidos e proteina bruta.
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Abstract

Digestibility assay was performed in the Poultry Section of the Department of
Animal Science, Federal University of Vigosa, 504 commercial broiler chicks
Cobb 500® was used during the experimental period of 14 to 24 days old. The
animals were distributed in metabolic cages in a 4 x 2 factorial arrangement (
Enzymes and protein levels ) resulting in 8 treatments with 6 replicates of 7
birds per experimental unit . The enzymes used were: a protease ,
carbohydrase and one combination of both , and a diet without enzymes
addition. Diets with two levels of crude protein 21.0% and 14.7 % were mixed.
The protease promoted an increase (P <0.05) in digestibility of most amino
acids, on average 2.5 % higher than the diet without enzymes addition,
carbohydrase in the diet promoted an increase in amino acid digestibility 1.9 %
compared to the basal diet while the association of the two enzymes promoted
an average increase of 4.7 % . There were differences ( P < 0.05 ) for the
amino acid digestibility of diets of different protein levels , with the diet of 14.7
% crude protein 2.21 % higher than the diet of 21.0 % crude protein. There
was a significant interaction (P < 0.05) serine, glycine, alanine , proline ,
methionine , leucine , phenylalanine, lysine sum of the crude protein and

amino acids.

Key words: proteases, carbohydrase, amino acids, digestibility,

poultry.
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Introducgao

O Brasil é hoje um dos maiores produtores e exportadores de carne de frango
no mundo, devido as constantes pesquisas em nutrigdo, manejo,
melhoramento, sanidade e ambiéncia. A atividade avicola tem grande
importancia econdmica e social para o pais, ja que além de produzir proteina
barata e de qualidade € também, grande geradora de emprego e de renda.

A alimentacdo € a parte mais onerosa do processo produtivo, representando
aproximadamente 75% do custo de producdo. A formulagcdo de dietas de
presicdo e de minimo custo tem grande impacto na reducdo dos custos de
producdo como um todo. Pesquisas tém sido feitas para promover melhor
aproveitamento das dietas pelos dos animais.

Um dos grandes problemas para a boa digestdo dos alimentos pelos animais
€ a presenca de fatores antinutricionais. A maior parte das dietas no Brasil é
produzida a base de milho e de farelo de soja (Fortes et al., 2012).
Considerando que, o milho contém aproximadamente 8% de polissacarideos
nao amilaceos (PNA) insoluveis (Choct, 2006) e o farelo de soja contém 16%
de PNA (Irish & Balnave, 1993), necessario se faz adotar estratégias para
melhor aproveitamento dos nutrientes.

As enzimas exodgenas surgem com alternativa para melhorar a capacidade
digestiva dos animais, consequentemente com melhor aproveitamento dos
nutrientes e com menor excregcao de agentes poluidores no ambiente, O uso
destas enzimas tem sido estudado ha varios anos, principalmente as fitases e
as enzimas que degradam PNA, ja possuindo resultados consistentes, o que
possibilita sua larga utilizagao pela industria.

Porém, de acordo com Cowieson & Adeola (2005), o estudo da atividade das
enzimas em conjunto vem recebendo pouca atencdo. Estes mesmos autores
afirmam que, apesar da légica dizer que a resposta ao uso de duas ou mais
enzimas teria aumento proporcional na digestibilidade, na realidade essa
afirmacdo pode ndo ser verdadeira. E necessario entdo, estudos que
possibilitem o melhor entendimento do mecanismo de agado das enzimas em
conjunto.

Além disto, Freitas et al. (2011) afirmam que existe diferencga de eficiéncia de

atividade de enzimas exdgenas quando utilizadas em dietas com diferentes
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niveis nutricionais. Ou seja, uma protease pode promover diferentes

digestibilidade em dietas com diferentes niveis de proteina bruta.
Materiais e métodos.

Foi realizado um ensaio de digestibilidade no Setor de Avicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, seguindo a
normas adotadas pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Vicosa.
Foram utilizados 504 pintos de corte da linhagem comercial Cobb 500®
durante o periodo experimental de 14 a 24 dias de idade. Os animais foram
distribuidos em gaiolas metabdlicas em um esquema fatorial 4 x 2 (enzimas e
niveis de proteina bruta) resultando em 8 tratamentos com 6 repeticoes e 7
aves por unidade experimental. O estudo foi dividido em 2 blocos separados
pelo tempo, sendo que cada bloco teve um total de trés repeticdes de cada
tratamento, possuindo as mesmas condi¢cdes, diferenciando apenas no
tempo. Para que fosse determinada a excrecdo enddgena de aminoacidos
foram fornecidas a diferentes grupos de animais dietas isentas de proteina
suplementadas ou n&do com enzimas.

Os tratamentos foram constituidos de um controle (sem enzima), adicdo de
uma protease, adicado de um complexo de carboidrases e a adicdo das duas
enzimas simultaneamente (Associagcado), em dietas contendo 21,0 ou 14,7%
de proteina bruta. Para produzir as dietas, foi elaborada uma dieta basal (DB)
a base de milho e de farelo de soja contendo 21% de proteina bruta. A
segunda dieta foi formulada com 70 % da dieta basal + 30 % de amido,
contendo 14,7% de proteina bruta, de modo que mesmo tendo diferentes
teores de proteina bruta, a relacdo entre os aminoacidos era a mesma para
as duas dietas que estdo apresentadas na Tabela 1. Em todas as dietas foi
adicionado Celite™ como indicador de indigestibilidade em uma quantidade
de 10 g/kg.
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Tabela 1: Dietas experimentais (g/kg).

Ingredientes / Dietas DIP 210,0 147,0
Amido 810,20 - 300,00
Acucar 50,00 - -
Dieta Basal - - 700,00
Milho - 554,29 -
Farelo de Soja - 366,02 -
Oleo de soja 50,00 31,86 -
Fosfato Bicalcio 21,00 15,20 -
Calcario 10,00 9,08 -
Sal 4,50 4,83 -
Sabugo de milho 40,00 - -
L-Lisina HCI - 1,62 -
DL-Metionina - 2,75 -
L-Treonina - 0,40 -
Premix Mineral1 1,10 1,10 -
Premix Vitaminico2 1,20 1,85 -
Cloreto de Colina 2,00 1,00 -
Celite™ 10,00 10,00 -
Total 100,00 100,00 100,00
Proteina Bruta % 0,00 21,00 14,70

As enzimas utilizadas foram: Ronozyme ProAct® (protease) que € uma
protease produzida a partir de Bacillus licheniformis com inclusao de
200ppm. A atividade enzimatica para esta protease é definida pela quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 pmol of p-nitroaniline a partir de 1 yM do
substrato (Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-N-succinyl Ala-Ala-Pro-Phe-p-nitroanilide) por
minuto a um pH de 9.0 e 37° C. O produto utilizado consiste de 75000
unidades/g de enzima. Ronozyme® VP (carboidrase) com inclusdo de
300ppm contendo ( 50 FBG/g de atividade de endo-1,3(4) -B-glucanase e
ainda atividade de pentozanase, hemicellulase e pectinase).

Até o 13° dia de idade os animais receberam uma ragdo a base de milho e de
farelo de soja para atender suas exigéncias nutricionais seguindo as
recomendagdes de Rostagno (2011). Aos 14 dias de vida foram transferidos
para baterias metalicas equipadas com bandejas coletoras de excreta,
cobertas por uma lona plastica, para evitar a contaminacdo do material, e

entdo comegaram as receber as dietas experimentais até o 23° dia de vida.
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No 24° dia todos os animais foram abatidos por eletronarcose. Em seguida foi
realizada uma incisdo abdominal para expor o ileo e coletar o conteudo de 40
cm a partir da jungéo ileo cecal,.O conteudo ileal foi coletado realizando uma
leve pressao com os dedos no intestino dos animais. A digesta coletada foi
armazenada em potes plasticos devidamente identificados, liofilizados,
moidos em moinho de acho inox e enviados para analise de matéria seca e
de proteina bruta de acordo com Silva et al. (2002) e cinza insoluvel em acido
(AIA) seguindo as recomendagdes de Josleyn (1970). O conteudo de
aminoacido das digestas e das dietas foi analisado no Laboratério CBO por
High Performance Liquid Chomatography (HPLC)..

Os valores de excregcdo endogena foram determinados utilizando aves
submetidas as DIPs. A determinagdo dos coeficientes de digestibilidade
verdadeira dos aminoacidos foi realizada de acordo com as equagdes
propostas por Sakomura & Rostagno (2007) e estédo indicadas a seguir:

Fator de indigestibilidade ilial (IF):

IF1 = [AIA] na dieta / [AIA] digesta.
IF2 = [AIA] on DIP / [AlA] digesta
Coeficiente de digestibilidade ileal (IDC):

TIDAA % = (% AA dieta — (% AA dig. x FI1) — (AA end. PFD X IF2)) X 100
% AA dieta

onde:

IF = fator de indigestibilidade

[AIA] = concentracéo de cinza insoluvel em acido.

DIP = Dieta isenta de proteina.

TIDAA = Coeficiente de digestibilidade verdadeira dos aminoacidos.
% AA diet = Porcentagem de aminoacido na dieta dieta.

% AA dig = Porcentagem de aminoacido na digesta.

AA end = Aminoacido enddgeno.

Os dados de cada ensaio foram submetidos a ANOVA e as médias avaliadas
pelo teste Student Newman Keuls (SNK) com 5% de probabilidade usando o
pacote estatistico do SAS Institute. (2009).
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Resultados

Os teores de aminoacidos analisados nas dietas estdo apresentados na

tabela 2.

Tabela 2: Teor de aminoacidos analisados nas dietas’ (mg/g).

Aminoacidos/Dietas 21,00% 14,70%
Ac. Aspartico 22,80 16,20
Ac. Glutamico 41,10 29,20
Serina 11,50 8,10
Glicina 9,30 6,70
Histidina 5,60 3,90
Arginina 15,60 10,70
Treonina 8,60 5,80
Alanina 10,40 7,60
Prolina 13,10 9,60
Tirosina 8,20 5,50
Valina 10,80 7,20
Metionina 5,10 3,30
Cistina 2,40 1,70
Isoleucina 8,30 5,40
Leucina 17,60 12,20
Fenilalanina 10,70 7,30
Lisina 13,10 8,80
Triptofano 1,80 1,30
Somatoéria 217,90 156,00
Proteina 215,10 149,30

! Laboratorio CBG- Campinas SP

66



Tabela3: Coeficientes de digestibilidade ileal verdadeira dos amino&cidos essenciais. (%)

Dieta Enz Ser Gli His Arg Treo Val Met Iso Leu Fen Lis Trip Soma PB
Slenz 77,96 72,94 79,45 8585 73,81 74,36 93,37 76,71 79,07 79,03 82,04 67,61 76,41 79,93
21.00% Protease 81,89 75,21 83,12 88,08 79,26 82,99 94,08 83,56 83,78 84,63 85,48 73,34 80,96 83,46
Carboidrase 81,51 76,16 82,58 87,98 77,06 78,63 94,59 80,03 81,33 81,97 87,72 75,13 79,69 82,35
Associagdo 83,27 77,57 83,70 89,09 78,17 79,51 93,98 82,59 85,24 83,37 86,56 72,24 81,54 83,79
Slenz 80,99 74,74 80,81 89,09 77,99 78,55 94,84 79,36 82,02 82,44 85,28 74,79 80,49 79,51
14,70% Protease 80,88 75,04 81,83 89,94 78,72 83,99 92,83 83,84 83,58 84,95 85,94 73,10 80,64 79,22
Carboidrase 79,20 72,08 84,71 90,19 79,27 81,96 93,19 81,47 81,99 83,39 86,46 79,33 81,62 83,45
Associagdo 87,58 81,29 85,53 92,42 82,01 83,28 95,82 85,54 84,03 87,92 88,49 75,59 85,95 85,19
Slenz 79,47 73,84 80,13 ¢ 87,47 ¢ 7590® 76,45 ° 94,11 78,03 ¢ 80,55 80,73 83,66 71,20 ® 78,45 79,72
ENZ Protease 81,38 75,12 82,48 °® 89,01 °® 78,99 83,49 # 93,46 83,70 # 83,68 84,79 85,71 73,22 *¢ 80,80 81,34
Carboidrase 80,35 74,12 83,64 *® 89,08 ® 78,16 *¢ 80,30 ® 93,89 80,75 ® 81,66 82,68 87,09 77,23 * 80,66 82,90
Associagdo 85,42 79,43 84,61+ 90,76 * 80,09* 81,39 ® 94,90 84,06 » 84,64 85,65 87,53 73,91 *® 83,74 84,49
DIET 21,00% 81,16 75,47 82,21 87,75 77,07 78,87 94,01 80,72 82,36 82,25 85,45 72,08 79,65 82,38
14,70% 82,16 75,79 83,22 90,41 7950 81,95 94,17 82,55 82,91 84,68 86,54 75,70 82,18 81,84
ENZ 0,001 0,001 0,001 0,001 0,037 0,001 0,008 0,001 0,001 0,001 0,001 0,024 0,001 0,001
ANOVA DIETA 0,077 0,665 0,079 0,001 0,021 0,001 0,562 0,003 0,297 0,001 0,015 0,010 0,001 0,330
ENZ*DIETA 0,001 0,005 0,132 0,507 0,344 0,335 0,001 0,355 0,047 0,014 0,005 0,286 0,024 0,003
SD 3,291 3,602 2,582 2,242 3,946 3,749 1,310 3,255 2,458 2,876 2,279 5,492 3,105 2,802

Letras diferentes significam diferenca significativa (P<0,05)
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Tabela 4: Coeficiente de digestibilidade ileal dos aminoacidos néo essenciais.

Dieta Enz Asp Glu Ala Pro Tir Cis Iso
S/IENZ 75,02 82,87 78,46 77,19 78,15 73,79 76,71

21.00% Protease 78,78 85,89 82,08 80,51 82,29 80,90 83,56
Carboidrase 78,25 85,01 80,00 80,20 79,74 75,70 80,03
Assossiagao 79,79 85,59 83,84 85,59 81,24 81,35 82,59

S/IENZ 78,13 86,43 82,65 80,73 82,09 79,62 79,36

14.70% Protease 79,00 87,08 82,59 80,45 81,56 82,06 83,84
Carboidrase 77,32 86,10 84,93 79,00 80,94 81,14 81,47
Assossiagao 82,04 86,57 88,94 91,62 82,38 82,07 85,54
S/IENZ 76,57 © 84,65 ®° 80,55 78,96 80,12 76,70 78,03
ENZ Protease 78,89 B 86,48 * 82,33 80,48 81,93 81,48 83,70
Carboidrase 77,78 BC 85,56 "B 82,47 79,60 80,34 78,42 80,75
Assossiacdo 80,92 * 86,08 "8 86,39 88,60 81,81 81,71 84,06

DIETA 21,00% 77,96 84,84 81,1 80,87 80,36 77,93 80,72
14,70% 79,12 86,54 84,78 82,95 81,75 81,22 82,55

ENZ 0,001 0,039 0,001 0,001 0,128 0,075 0,001

ANOva  DIETA 0,083 0,001 0,001 0,001 0,045 0,04 0,003
ENZ*DIETA 0,128 0,149 0,015 0,001 0,121 0,514 0,355

SD 2,872 1,961 3,453 4,698 2,526 5,702 3,255

Letras diferentes significam diferenca significativa (P<0,05)



Observou-se efeito significativo da suplementagcdo de enzimas (P<0,05)
com aumento da digestibilidade da maioria dos aminoacidos em relagdo as
dietas que nao receberam enzimas, nao tendo sido observado efeito
(P>0,05) apenas para os aminoacidos tirosina, cistina e metionina + cistina.
As dietas suplementadas com proteasetiveram digestibilidade de
aminoacidos maior (P<0,05) para grande parte deles, sendo superior a dieta
sem adigao de enzimas em média em 2,5%. Os animais que receberam as
dietas sem enzimas e a dieta suplementada com protease tiveram a
digestibilidade de glicina, treonina, prolina, metionina e triptofano
semelhantes entre si. As aves que receberam dietas suplementadas com
carboidrases tiveram uma maior digestibilidade (P<0,05) de histidina,
arginina, alanina, valina, isoleucina, fenilalanina, lisina, triptofano, para a
soma de aminoacidos e para a proteina bruta, tendo uma média total 1,9%
superior a dieta basal. Os tratamentos que receberam a associagdao das
enzimas tiveram maior digestibilidade (P>0,05) de grande parte dos
aminoacidos, exceto para acido glutamico, triptofano e metionina, a média
de melhora da digestibilidade em relagéo a dieta basal foi de 4,7%.

As aves dos tratamentos que receberam a protease e as que receberam as
dietas suplementadas com carboidrase apresentaram resultados
semelhantes tendo digestibilidade de aminoacidos média de 82,77% e
82,19% respectivamente, sendo que a protease propiciou melhor
digestibilidade para os aminoacidos valina, isoleucina, leucina fenilalanina e
lisina. A associagcdo das enzimas propiciou digestibilidade de aminoacidos
de 84,55%, enquanto os animais que receberam as dietas basais sem a
adicao de enzimas tiveram digestibilidade de aminoacidos média de 80,27%.
Com relagao aos niveis de proteina das dietas, os animais que receberam
as dietas com 21% de proteina bruta tiveram digestibilidade de aminoacidos
média de 81,55%, apresentando resultados significativamente (P<0,05)
menores para os aminoacidos acido aspartico, serina, glicina, histidina,
treonina, metionina, leucina e as aves que receberam as dietas contendo

14,7% que tiveram digestibilidade de aminoacidos de 83,35%.
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Tabela 5: Desdobramento das interacdes.

Dieta S/ENZ Protease Carboidrase = Assossiacao

21,0% 78,46 Cb 82,08 ABa 80,00 BCb 83,84 Ab

Al 14,7% 82,65 Ca 82,58 BCa 84,93 Ba 88,94 Aa
Pro 21,0% 77,19 Cb 80,51 Ba 80,20 Ba 85,59 Ab
14,7% 80,73 Ba 80,44 Ba 79,00 Ba 91,62 Aa

21,0% 77,96 Bb 81,89 Aa 81,51 Aa 83,27 Ab

Ser 14,7% 80,99 Ba 80,88 Ba 79,20 Bb 87,58 Aa
_ 21,0% 72,94 Ba 75,21 ABa 76,16 ABa 77,57 Ab
el 14,7% 74,74 Ba 75,04 Ba 72,08 Bb 81,29 Aa
21,0% 93,37 Ab 94,08 Aa 94,59 Aa 93,98 Ab

Met 14,7% 94,84 Aa 92,83 Bb 93,19 Bb 95,82 Aa
Leu 21,0% 79,07 Cb 83,78 Aa 81,33 Ba 85,24 Aa
14,7% 82,02 Aa 83,58 Aa 81,99 Aa 84,03 Aa

21,0% 79,03 Cb 84,63 Aa 81,97 Ba 83,37 Abb

Fen 14,7% 82,44 Ca 84,95 Ba 83,39 Bca 87,92 Aa
_ 21,0% 82,04 Cb 85,48 Ba 87,72 Aa 86,56 ABb
He 14,7% 85,28 Ba 85,94 Ba 86,46 Ba 88,49 Aa
Soma 21,0% 76,41 Bb 80,96 Aa 79,69 Aa 81,54 Ab
14,7% 80,49 Ba 80,64 Ba 81,62 Ba 85,95 Aa

Pb 21,0% 79,93 Ba 83,46 Aa 82,35 Aa 83,79 Aa
14,7% 79,51 Ba 79,22 Bb 83,45 Aa 85,19 Aa

Letras mailscula significam diferengcas entre enzimas. Letras minusculas diferengas entre
dietas.

Houve interagéo significativa (P<0,05) para os aminoacidos serina, glicina,
alanina, prolina, metionina, leucina, fenilalanina, lisina, para a soma dos
aminoacidos e para a proteina bruta. , No desdobramento das interacdes é
possivel ver que no geral, nos tratamentos sem a adigcdo de enzimas a
digestibilidade das dietas com 14,7% de proteina bruta e a digestibilidade de
aminoacidos foi maior em relacédo as dietas com 21,0%, porém, a adicao de
enzimas tendeu a reduzir este efeito da proteina bruta sobre a digestibilidade

de aminoacidos.
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Discussao.

O efeito benéfico da protease sobre a digestibilidade de aminoacidos, a
reducdo na excregao de nitrogénio e o desempenho de frangos de corte foi
observado por varios autores (Angel et al. 2011; Oxemboll et al. 2011;
Barekatain et al. 2012; Doskovi¢ et al. 2012). Guggenbuh et al. (2012)
também verificaram os efeitos benéficos da protease sobre a digestibilidade
de aminoacidos para leitdes. No presente trabalho, a adicdo de protease
melhorou a digestibilidade de diversos aminoacidos e da proteina bruta, que
pode ser associado com a reducao na excregao de nitrogénio no ambiente.
A melhora da digestibilidade dos aminoacidos nas dietas suplementadas
com a carboidrase provavelmente se deve a quebra da parede celular das
células dos alimentos, com consequente liberacédo de proteinas que estavam
aprisionadas neste meio. Outros autores ja demonstraram efeitos benéficos
de carboidrases a base de B-glucanase (Romero 2012; Dalsgaard et al
2012; Rodriguez et al. 2012)

O efeito da associagcdo das enzimas pode ser observado pela diferenca
estatistica, mas também € interessante observar que ao analisar as médias
dos valores de digestibilidade de todos os aminoacidos verifica-se que a
protease isoladamente melhorou a digestibilidade em média em 3,12%, a
carboidrase melhorou em media 2,39% e a associagdo das enzimas
melhorou em média 5,33%, bem préximo do que seria a soma dos efeitos de
cada enzima. Segundo Romero et al, 2013, o efeito de uma protease nao
pode ser considerado isoladamente, pois ela normalmente €& utilizada
juntamente com outras enzimas, e o efeito e mecanismos parecem néo ser
totalmente independente.

A melhor digestibilidade dos aminoacidos para a dieta de 14,7% de proteina
bruta era esperada, ja que, a digestibilidade depende da quantidade de
substrato que chega ao intestino. Quanto menor a quantidade de substrato
mais facil € para o animal secretar enzimas suficientes para digerir o0s
nutrientes, de modo que a adigdo de enzimas exdgenas nesta situacao ira
contribuir pouco para o aumento da digestibilidade. A maior digestibilidade
de aminoacidos para a dieta de 14,7% de proteina bruta era esperada e

concorda com Freitas et al. (2011) que relatou diferengas na digestibilidade
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de aminoacidos comparando dietas com diferentes niveis de proteina bruta,
tendo uma maior digestibilidade em dietas utilizando os niveis mais baixos.
Warpechowski et al (2006) relataram aumento linear da digestibilidade ileal
verdadeira da proteina bruta com o aumento da proteina bruta da dieta,
porém, estes autores variaram a proteina bruta variando a concentragao das
fontes proteicas, fazendo com que ocorresse uma variagcdo nio so no nivel,
mas também no tipo de proteina bruta da dieta. No presente trabalho, a
variagado da proteina bruta ocorreu devido a adicdo de amido na dieta, ou
seja, apesar de conter um nivel diferente, a proteina bruta das dietas
possuiam as mesmas caracteristicas.

Quando houve interagao significativa (P<0,05) como foi o caso da lisina, &
possivel notar que ao se combinar as duas enzimas na dieta de baixa
proteina bruta houve melhora da digestibilidade (P<0,05) em relagéo a dieta
de baixa proteina sem a adi¢ado de enzimas.

A contribuigdo das enzimas para melhorar a digestibililidade de aminoacidos
em alimentos ou dietas que sdo bem digestiveis sera menor que para
aqueles menos digestiveis (Romero 2013), Em uma dieta onde existe alta
concentracdo de DL-metionina na forma cristalina ja tera naturalmente alta
digestibilidade de metionina, sendo assim a magnitude do efeito da enzima
sera menor. Ja em dieta que contenha grande quantidade de proteina bruta,
a magnitude do efeito da enzima sera melhor observada.

Matematicamente a digestibilidade ileal maxima de um alimento é 100%,
com isso, a capacidade de aumento da digestibilidade por um aditivo diminui
a cada vez que novo aditivo que trabalhe sobre 0 mesmo substrato é incluso
na dieta (Isaksen et al. 2010). Mas enzimas que atuam sobre diferentes
substratos podem influenciar positivamente, liberando nutrientes
"aprisionados”, por exemplo, enzimas que degradam parede celular
liberando proteina. Cowieson (2010) A disgestibilidade natural da dieta ou de
um alimento sem a adigdo de nenhum aditivo € um bom indicativo da
magnitude da resposta da enzima.

Ao observar o desdobramento das interagdes, nota-se que na dieta de 21%
de proteina bruta o efeito das enzimas é mais pronunciado, mostrando
diferencgas entre o efeito de cada enzima que foi adicionada individualmente,

em relacdo a dieta que nao foi adicionado nenhuma enzima. Porém, ao
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analisar os resultados de digestibilidade das dietas com14,7% de proteina
bruta, no geral, & possivel observar que as enzimas quando adicionadas
isoladamente nao diferiram (P>0,05) da dieta controle., Observou-se apenas
a a diferenga quando houve a associagao das enzimas, mostrando o efeito
aditivo da adi¢cao de enzimas sobre a digestibilidade de aminoacidos.

A composicdo da dieta pode influenciar a fisiologia do trato digestivo
(Isaksen et al. 2010) podendo alterar a excre¢do enddégena de enzimas
digestivas, modificando a amplitude do efeito da enzima exdgena. Ainda
segundo este autor, a mensuragcao deste mecanismo regulatorio € intuitiva,
mas aparentemente, o organismo tende a regular a excregado enzimatica de
acordo com a quantidade de nutrientes existente na luz intestinal, isso para
evitar que uma quantidade desnecessaria de enzimas seja excretada., Uma
dieta com maior proteina bruta tende a estimular a excrecdo de proteases,
mas , deve-se levar em consideragcdo que existe um limite fisiolégico para o
animal, levando a crer que exista um nivel nutricional 6timo em que o animal
apresente maior eficiéncia metabdlica.

Pode-se concluir que as enzimas melhoram a digestibilidade dos
aminoacidos das dietas, Dietas com menores niveis de proteina bruta
apresentam maior digestibilidade e ainda € necessario atentar para os a

acgao diferenciada das enzimas em dietas com diferentes niveis proteicos.

73



Referéncias.

Angel, C. R., W. Saylor, S. L. Vieira, & N. Ward. "Effects of a
monocomponent protease on performance and protein utilization in 7-to 22-
day-old broiler chickens." Poultry science 90, n°. 10: 2281-2286. (2011).

Barekatain, M. R., M. Choct, C. Antipatis, & P. A. lji. "Use of protease and
xylanase in broiler diets containing distillers dried grains with solubles."
In Proc. Aust. Poult. Sci. Symp, vol. 23, pp. 65-68. (2012).

Cowieson, A. J., Bedford, M. R., & Ravindran, V. Interactions between
xylanase and glucanase in maize-soy-based diets for broilers. British poultry
science, 51(2), 246-257. (2010).

Dalsgaard, J., V. Verlhac, N. H. Hjermitslev, Kim Schgn Ekmann, M. Fischer,
M. Klausen, and Per Bovbjerg Pedersen. "Effects of exogenous enzymes on
apparent nutrient digestibility in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fed
diets with high inclusion of plant-based protein." Animal Feed Science and
Technology 171, no. 2 (2012): 181-191.

Doskovi¢, V., S. Bogosavljevic-Boskovi¢, Z. Pavlovski, B. et al. "The effect of
protease on productive and slaughter traits in broiler

chickens." Biotechnology in Animal Husbandry 28, no. 4 (2012).

Freitas, D. M., S. L. Vieira, C. R. Angel, A. Favero, and A. Maiorka.
"Performance and nutrient utilization of broilers fed diets supplemented with
a novel mono-component protease." The Journal of Applied Poultry
Research 20, no. 3 (2011): 322-334.

Guggenbuhl, P., Y. Waché, & J. W. Wilson. "Effects of dietary
supplementation with a protease on the apparent ileal digestibility of the
weaned piglet." Journal of animal science 90, no. Supplement 4 (2012): 152-
154.

Joslyn,M.A. Methods in Food Analysis-Physical, Chemical, and Instrumental
Methods of Analysis. 2 nd ed. New York, Ac. Press. (1970).

74



ISAKSEN, M.F., COWIESON A.J., KRAGH K.M. in Bedford, M. R., and G. G.

Partridge. "Enzymes in farm animal nutrition." CAB International (2010).

Oxenboll, K. M., K. Pontoppidan, & Fidelis Fru-Nji. "Use of a Protease in
Poultry Feed Offers Promising Environmental Benefits." International Journal
of Poultry Science 10, no. 11 (2011).

Ribeiro, T., M. M. S. Lordelo, P. |. P. Ponte, B. Macas, J. A. M. Prates, M.
Aguiar Fontes, L. Falcao, J. P. B. Freire, L. M. A. Ferreira, and C. M. G. A.
Fontes. "Levels of endogenous B-glucanase activity in barley affect the
efficacy of exogenous enzymes used to supplement barley-based diets for
poultry."Poultry science 90, no. 6 (2011): 1245-1256.

Rodriguez, M. L., Almudena R., Susana V.,et al. "Wheat and barley based
diets with or without additives influence broiler chicken performance, nutrient
digestibility and intestinal microflora." Journal of the science of food and
agriculture 92, no. 1 (2012): 184-190.

Romero, L. F., et al. "Comparative effects of dietary carbohydrases without or
with protease on the ileal digestibility of energy and amino acids and AME in

young broilers." Animal Feed Science and Technology 181.1 (2013): 35-44.

Rostagno, H. S.; Albino, L. F. T.; Donzele, J. L. et al. Brazilian tables for
poultry and swine: composition of feedstuffs and nutritional requirements. 3rd
edition, Vigosa: UFV. 252 p. (2011).

Sakomura, N. K. and H. S. Rostagno. Métodos de pesquisa em nutricido de

monogastricos. editor funep, jaboticabal. (2007).

SAS Institute. SAS Web Report Studio 4. 2: User's Guide. SAS Publishing
(Ed.). Sas Institute. (2009).

Silva, D. J., and A. C. Queiroz. Andlise de alimentos (métodos quimicos e
bioldgicos). 3%°.Vicosa: UFV, 235p. (2002).

Warpechowski, M. B., A. de M. Kessler, S. Pophal, A. Ebert, and A. M. L.
Ribeiro. "True ileal protein digestibility in broilers fed diets with different crude
protein levels." Acta Scientiarum-Animal Sciences 28, no. 3 (2006): 281-287.

75



Conclusoées Gerais
Com tudo o que foi apresentado é possivel concluir que:
Enzimas exdgenas podem aumentar o desempenho de frangos de corte

O uso de enzimas exdgenas influencia a perda enddégena de aminoacidos
sendo necessario levar este fato em consideragao ao realizar o calculo da

digestibilidade verdadeira dos aminoacidos.

Proteases e Carboidrases e a associacdo de ambas podem aumentar o
coeficiente de digestibilidade tanto do farelo de soja, quanto de dietas

completas.

O nivel de proteina bruta influencia a digestibilidade ileal verdadeira dos

aminoacidos e da proépria proteina bruta.

E possivel haver efeito associativo entre duas enzimas exégenas, tanto em
relagdo ao desempenho, quanto em relacdo a digestibilidade de

aminoacidos das dietas.
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