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RESUMO

DE ALMEIDA, Bruno Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2023. Avaliacao de proteases exdégenas em dietas para frangos de corte.
Orientador: Luiz Fernando Teixeira Albino. Coorientador: Arele Arlindo Calderano.

Trés experimentos foram realizados com o objetivo de avaliar o efeito da adigao de
proteases exdgenas no desempenho de frangos de corte e nos valores de energia
metabolizavel e digestibilidade de proteina bruta (PB) das dietas. Foram utilizados
1440, 384 e 432 frangos de corte machos, da linhagem Cobb 500, pesados e
distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, nos ensaios de desempenho,
metabolismo e digestibilidade, respectivamente. Os tratamentos experimentais
utilizados no presente estudo foram os seguintes: Controle positivo (CP, dieta basal);
controle negativo (CN = CP — 20%PB); CN adicionado da protease A; CN adicionado
da protease B; CN adicionado da protease C; CN adicionado da protease D; CN
adicionado da protease E; CN adicionado da protease F. No ensaio de digestibilidade,
além dos tratamentos solicitados, houve a inclusdo de uma dieta isenta de proteina
para mensurar as perdas enddgenas basais. As dietas experimentais foram
formuladas para atender as exigéncias dos animais. As dietas controle negativo
sofreram reducao de PB e os principais aminoacidos utilizando o conceito de proteina
ideal. A reducéo de PB da ragdo néo teve impacto no consumo de ragdo dos animais,
porém, impactou negativamente o ganho de peso médio e a conversao alimentar, em
ambas as fases avaliadas no experimento de desempenho. A adicao das proteases C
e D aumentou o ganho de peso dos animais alimentados com a dieta controle
negativo, embora n&o influenciou a conversao alimentar. No ensaio de metabolismo,
nao houveram diferencas significativas (P>0,05) para os valores de energia
metabolizavel aparente e energia metabolizavel aparente corrigida para o balanco de
nitrogénio. No ensaio de digestibilidade, observou-se que a protease F melhorou a
digestibilidade da PB em frangos de corte alimentados com dieta com reducao de PB.
A utilizacdo de proteases exdgenas melhora o desempenho e aumenta a
digestibilidade da proteina bruta de frangos de corte alimentados com dieta com
deficiéncia de proteina, ndo havendo efeitos na energia metabolizavel. A adicdo de
proteases exdgenas nao recuperou o desempenho perdido pela reducao de PB.



Palavras-chave: Protease. Frangos de corte. Proteina bruta.



ABSTRACT

DE ALMEIDA, Bruno Figueiredo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023.
Evaluation of exogenous proteases in broiler diets. Adviser: Luiz Fernando
Teixeira Albino. Co-Adviser: Arele Arlindo Calderano.

Three experiments were carried out with the aim of evaluating the effect of adding
exogenous proteases on broiler performance and on the metabolizable energy and
crude protein (CP) digestibility values of the diets. 1440, 384 and 432 male broilers of
the Cobb 500 strain were used, weighed and distributed in a completely randomized
design for the performance, metabolism and digestibility trials, respectively. The
experimental treatments used in this study were as follows: Positive control (PC, basal
diet); negative control (NC = PC - 20%CP); NC plus protease A; NC plus protease B;
NC plus protease C; NC plus protease D; NC plus protease E; NC plus protease F. In
the digestibility test, in addition to the treatments requested, a protein-free diet was
included to measure basal endogenous losses. The experimental diets were
formulated to meet the animals' requirements. The negative control diets were reduced
in CP and the main amino acids using the ideal protein concept. The reduction in PB
in the feed had no impact on the animals' feed consumption, but it did have a negative
impact on average weight gain and feed conversion in both phases evaluated in the
performance trial. The addition of proteases C and D increased the weight gain of the
animals fed the negative control diet, although it did not influence feed conversion. In
the metabolism test, there were no significant differences (P>0.05) for apparent
metabolizable energy and apparent metabolizable energy corrected for nitrogen
balance. In the digestibility test, it was observed that protease F improved the
digestibility of CP in broilers fed a reduced CP diet. The use of exogenous proteases
improves performance and increases crude protein digestibility in broilers fed a protein-
deficient diet, with no effect on metabolizable energy. The addition of exogenous
proteases did not recover the performance lost due to the reduction in CP.

Palavras-chave: Protease. Broiler. Crude protein.
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1 INTRODUGAO

A inclusdo de aditivos nas dietas para frangos de corte é uma estratégia
nutricional para reduzir os custos de produg¢do, uma vez que a nutricao representa a
maior parte dos custos de producao. Devido a um alto impacto econdmico e os efeitos
prejudiciais da excregdo de nitrogénio (N), a proteina bruta tem sido bastante
estudada, visando reduzir sua inclusdo nas dietas para frangos de corte (Borda-Molina
etal., 2019).

A utilizagcdo de enzimas na nutricdo animal tem como finalidade reduzir fatores
antinutricionais, aumentar a digestibilidade e disponibilidade de nutrientes e
suplementar a produgédo enddgena de proteinas (Sheppy, 2001).

As proteases pertencem ao grupo das hidrolases e desempenham um papel
crucial na quebra das ligacbes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas. Além
disso, tém uma importante fungdo ao inativar fatores antinutricionais presentes em
alimentos utilizados na nutricdo animal (Cowieson et al., 2006), ocasionando em um
melhor aproveitamento de proteinas e aminoacidos pelos animais (Aderibigbe et al.,
2020).

Estudos envolvendo a utilizacado de proteases exdgenas em dietas para frangos
de corte com reducao de proteina bruta relataram beneficios em parametros de
desempenho e também aumento na digestibilidade de nutrientes da racao (Stefanello
et al., 2016; Cowieson et al., 2018; Bernardes et al., 2022). Entretanto, outros autores
nao observaram diferencas na digestibilidade de proteina bruta ou aminoacidos ileais
(Erdaw et al., 2017; Borda-Molina et al., 2019). Essas incongruéncias de resultados
podem ser relacionadas a uma menor producdo de enzimas enddgenas, a presenca
de outras enzimas na dieta e também da composicao da racao (Walk et al., 2018;
Borda-Molina

etal., 2019).

O presente estudo foi desenvolvido com a hip6tese de que a utilizacdo de
proteases exdgenas recupera o desempenho de frangos de corte alimentados com
dietas com reducao de proteina bruta. Dessa forma, o objetivo foi avaliar o efeito de
diferentes proteases exdgenas em dietas de frangos de corte no desempenho dos
animais e nos valores de energia metabolizavel e digestibilidade de proteina bruta das
dietas.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Comité de ética

Os procedimentos realizados neste estudo foram previamente avaliados e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Produgdo da Universidade
Federal de Vigosa (CEUAP/UFV), sob o nimero de protocolo 061/2021, estando de
acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CONCEA). Os experimentos foram realizados na Unidade de Ensino, Pesquisa e
Extensdo em Producao e Nutricdo de Aves do Departamento de Zootecnia do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Vigosa (UFV), no periodo de
novembro a dezembro de 2021, na cidade de Vicosa, Minas Gerais, Brasil
(20°45'57.19"S, 42°51'35.42"W; e 682 m de altitude).

2.2 Proteases

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas seis proteases de seis
empresas diferentes que atuam no cenario brasileiro. A caracterizacdo quanto a
origem das proteases esta descrita na tabela 1, juntamente com a dosagem utilizada

segundo as recomendacdes das empresas fabricantes.

Tabela 1. Caracterizacao das proteases utilizadas.

Enzima Dosagem Origem Espécie
Trichoderma
PROTEASE A 50 g/ton Fungica longibrachiarum e
Aspergillus niger
PROTEASE B 250 g/ton Bacteriana Bacillus subtilis
PROTEASE C 300 g/ton Fungica Aspergillus niger
PROTEASE D 200 g/ton Bacteriana Bacillus licheniformis
PROTEASE E 200 g/ton Bacteriana Bacilus licheniformis
PROTEASE F 300 g/ton Fungica Aspergillus niger

2.3 Delineamento experimental, dietas e aves

Os tratamentos experimentais utilizados no presente estudo foram: Controle

positivo (CP, dieta basal); controle negativo (CN, reducédo de 20% de proteina bruta e
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principais aminoacidos); CN com adicdo da protease A; CN com adicao da protease
B; CN com adicao da protease C; CN com adicao da protease D; CN com adicéo da
protease E; CN com adicdo da protease F.

As dietas experimentais (Tabela 2) foram formuladas para atender as
exigéncias das recomendagdes nutricionais segundo Rostagno et al. (2017). A dieta
CN sofreu reducéo de 20% proteina bruta e os principais aminoacidos utilizando o
conceito de proteina ideal na fase inicial, e de 10% na fase crescimento. O periodo
experimental foi dividido em duas fases: Inicial, de 1 a 21 dias de idade; Crescimento,
de 22 a 35 dias de idade. Os teores de lisina digestivel do CN foram de 1,00% para a
fase inicial e 0,90% para a fase de crescimento, respectivamente. As proteases

utilizadas foram adicionadas “on the top” nas dietas.

Tabela 2. Ingredientes e composicao nutricional das dietas experimentais.

Inicial (1-21 dias) Crescimento (22-35 dias)

Ingredientes (%)

CP CN CP CN
Milho 57,335 66,442 65,256 72,858
Farelo de soja 36,000 28,335 22,104 15,468
Farinha de carne e ossos - - 3,000 3,000
Farinha de visceras de aves - - 3,000 3,000
Farinha de penas - - 3,000 3,000
Oleo de soja 3,004 1,510 1,689 0,792
Fosfato bicalcico 1,280 1,330 - -
Calcério 1,034 1,066 0,511 0,549
Sal Comum 0,491 0,493 0,414 0,415
Lisina HCL. 79% 0,266 0,213 0,267 0,237
DL-Methionina. 99% 0,134 0,165 0,211 0,146
L-Treonina. 98% 0,021 0,011 0,013 -
Suplemento vitaminico’ 0,130 0,130 0,130 0,130
Suplemento mineral 2 0,130 0,130 0,130 0,130
Cloreto de Colina. 60% 0,100 0,100 0,100 0,100
Carbonato de Potassio (K2COs) - - 0,100 0,100
Salinomicina 3 (12%) 0,055 0,055 0,055 0,055
Antioxidante (BHT) 0,010 0,010 0,010 0,010
Fitase 0,010 0,010 0,010 0,010
Total 100 100 100 100
Composicao nutricional calculada
Energia Metabolizavel, Kcal/kg 3050 3050 3150 3150
Proteina bruta, % 23,23 18,54 20,58 18,46
Calcio, % 0,937 0,937 0,800 0,800
Fosforo disponivel. % 0,440 0,440 0,441 0,440
Arginina digestivel. % 1,344 1,107 1,203 1,025
Lisina digestivel. % 1,256 1,000 1,124 0,900

Met. + cist. digestivel % 0,929 0,739 0,832 0,662
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Treonina digestivel . % 0,829 0,659 0,742 0,612
Triptofano digestivel. % 0,226 0,207 0,202 0,162

'Suplemento Vitaminico — Niveis de garantia por kg de rag&o: Vit. A - 9375 Ul; Vit. D3 - 2375 Ul; Vit E -
35 Ul; Vit B1 - 2,50 mg; Vit B2 - 6,25 mg; Vit B6 - 3,5 mg; Vit B12 - 0,015 mg; Acido nicotinico - 37,5
mg; Ac. Pantoténico - 12,5mg; Vit. K3 - 1,88mg; Ac. Félico - 0,875mg; Biotina - 0,088 mg. 2Suplemento
Minera |- Niveis de garantia por kg de ragao: Selénio - 0,375 mg; Manganés - 88 mg; Ferro —-62,5 mg;
Zinco — 81,3 mg; Cobre- 12,5 mg; lodo- 1,25 mg. 3Anticoccidiano.

Para a avaliagdo do desempenho zootécnico, foram utilizados 1440 pintos
machos Cobb 500, no periodo de 1 a 35 dias de idade, com peso médio inicial de
45,49 (x4,59). As aves foram pesadas e distribuidas em oito tratamentos seguindo um
delineamento inteiramente casualizado, com 9 repeticbes e 20 aves por unidade
experimental. Os animais foram alojados em um galpédo de alvenaria dividido em
boxes de 1.0 x 2.0 m forrados com cama de maravalha. Na primeira semana de vida,
foi utilizado um programa de luz de 24 horas a 32°C, posteriormente, houve reducéo
gradual com base nas recomendag¢des do manual da linhagem. Durante todo o
periodo experimental, agua e racdo foram fornecidos a vontade. As temperaturas
minimas e maximas foram aferidas diariamente pela manha utilizando termémetros
localizados a altura dos animais.

Um total de 816 aves foram utilizadas em experimentos a fim de se determinar
os valores de energia metabolizavel aparente (EMA), energia metabolizavel aparente
corrigida para o balanco de nitrogénio (EMAnN) e a digestibilidade da proteina bruta.
Os animais foram criados em circulos de protecdo equipados com comedouros e
bebedouros pendulares com livre acesso para agua fresca e racao, até atingirem a
idade ideal para a realizacao dos ensaios. Durante esse periodo, as aves receberam
dietas iniciais, formuladas segundo recomendacdes de Rostagno et al. (2017) e foram
criadas de acordo com o manual da linhagem.

Aos 14 dias de idade, 384 aves foram pesadas e transferidas para baterias
metdlicas com compartimentos em dois andares, dispostas em uma sala de 68 m?,
com pé-direito de aproximadamente 2,8 m. As gaiolas continham bebedouro tipo
nipple e um comedouro tipo calha. As aves foram distribuidas em um delineamento
inteiramente casualizado com 8 tratamentos, 8 repeticdes e 6 aves por unidade
experimental. As dietas fornecidas aos animais foram as mesmas descritas
inicialmente, para a fase de 1 a 21 dias, na tabela 2. Durante o periodo experimental,
foi utilizado aves de 14 a 23 dias de idade, sendo 5 dias o periodo de adaptagao as

dietas e 5 dias de coleta total de excretas em cada unidade experimental.
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Para determinar o coeficiente de digestibilidade estandardizado da proteina
bruta (CDPB) das dietas, 432 aves de 23 a 28 dias de idade, foram pesadas e
distribuidas em um delineamento inteiramente casualizado, com 9 tratamentos, 8
repeticoes e 6 aves por unidade experimental. Os tratamentos adotados,
compreenderam a todas as dietas experimentais utilizadas para a determinagcédo do
desempenho na fase inicial, além de uma dieta isenta de proteina (DIP), utilizada para
a determinagéo das perdas enddgenas basais. Em todas as dietas foram adicionadas
1% de Celite (cinza &cida insoltuvel — CIA) como um marcador indigestivel

2.4 Desempenho zootécnico

Todas as aves, as racdes e as sobras de racédo foram pesadas aos 1, 21 e 35
dias de idade para determinacdo do desempenho zootécnico. Foram avaliados o
consumo de ragao médio (CR), o ganho de peso médio (GP), e a conversao alimentar
(CA) aos 21 e aos 35 dias de idade. Além disso, a viabilidade (VIAB, %) das aves foi
mensurada aos 35 dias.

2.5 Ensaio de metabolismo

O consumo de racao foi mensurado durante todo o periodo de coleta de
excretas. As coletas foram realizadas duas vezes por dia, as 08 e 16 horas, a fim de
evitar fermentacao e perda de nutrientes. As excretas coletadas foram armazenadas
em sacos plasticos devidamente identificados para cada unidade experimental e
mantidas em freezer a -20°C, durante o periodo de coleta até as posteriores analises.

Para a determinacao dos valores de energia, as excretas coletadas de cada
parcela foram descongeladas, pesadas e homogeneizadas ao final do periodo
experimental a fim de se retirar uma amostra representativa de cada unidade. Foram
arranjadas em amostras de 200 gramas, que posteriormente foram pré-secas a 55°C
por 72 horas e moidas em moinho de bola (Tecnal Equipamentos para Laboratério.
TE-350, Sao Paulo, Brasil), por cinco minutos até que formasse uma mistura fina bem
homogénea.

Amostras representativas de excretas e dietas experimentais foram analisadas
de acordo com a Associacado de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC) para matéria
seca (MS; AOAC, 934.01, 2006) e nitrogénio (N; AOAC, 990.03, 2006). A energia bruta
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(EB) foi determinada por uma bomba colorimétrica adiabatica C500 (IKA-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Alemanha).

A proteina bruta (N * 6,25) foi determinada pelo método de Kjeldahl (AOAC,
1990). Para calcular a quantidade de nitrogénio ingerido (Ning), a quantidade de total
de racao da amostra foi multiplicada pelo valor do nitrogénio encontrado na ragao,
com base na matéria seca. Seguindo o0 mesmo método, os valores de nitrogénio
excretado (Nexc) foram calculados. O nitrogénio retido foi determinado subtraindo o
nitrogénio excretado do ingerido (Ning - Nexc). Os valores em porcentagem da
retencao de nitrogénio foram calculados considerando a quantidade total de nitrogénio
consumido.

Os valores de Energia Metabolizavel Aparente (EMA) e Energia Metabolizavel
Aparente Corrigida para Nitrogénio (EMAnN) foram obtidos com base nos valores de
energia bruta encontrados para as ragdes e excretas, utilizando a equagao proposta
por Sakomura e Rostagno (2016). As equacdes utilizadas foram:

EMA = (EBing — EBexc)/MSing ;

EMAnN = (EBing — EBexc — (8,22*BN))/MSing

BN = Ning — Nexc

Onde:

EBing: energia bruta ingerida

EBexc: energia bruta excretada

MSing: matéria seca ingerida

BN: balanco de nitrogénio

2.6 Ensaio de digestibilidade

Para a determinacdo do coeficiente de digestibilidade aparente e
estandardizada da proteina bruta, os animais submetidos ao ensaio de digestibilidade
foram abatidos por meio de deslocamento cervical, aos 23 dias de idade, conforme as
normas do comité de ética, para a coleta da digesta ileal. Para tal, a cavidade
abdominal foi exposta a fim de coletar o conteddo intestinal e ileo foi identificado como
a secao do intestino entre o diverticulo de Meckel e a juncao ileocecal. A digestas
foram removidas por lavagem com agua destilada, colocadas em potes plasticos
devidamente identificados de acordo com suas respectivas unidades experimentais e
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armazenadas em freezer a -20°C. Para as analises realizadas, as digestas foram
liofilizadas e moidas em moinho de bola.

Amostras representativas das digestas foram analisadas de acordo com a
Associacao de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC) para matéria seca (MS; AOAC,
934.01, 2006), nitrogénio (N; AOAC, 990.03, 2006), cinzas (AOAC, 942.05, 2006) e o
conteudo de cinza &cida insoluvel foi analisado por meio da metodologia adaptada
descrita por Van Keulen e Young (1977). A proteina bruta (N * 6,25) foi determinada
pelo método de Kjeldahl (AOAC, 1990)

Os coeficientes de digestibilidade estandardizado da proteina foram calculados
com base no marcador indigestivel Celite, nas racoes e digesta, por meio do calculo
do fator de indigestibilidade (Fl), de acordo com o as equagbes propostas por
Sakomura e Rostagno (2016):

Fator de indigestibilidade ileal:

FI 1= [CAI] na dieta

[CAI] na digesta ileal
FI 2= [CAI] na Dieta Isenta de Proteina
[CAI] na digesta ileal
CDPB = PBdieta — ((PBdig * FI1) — (PBend * FI2)) * 100
(PBdieta)

Onde:

FI1: fator de indigestibilidade 1

F12: fator de indigestibilidade 2

CDPB: coeficiente de digestibilidade estandardizado da proteina bruta
PBdieta: proteina bruta contida na dieta

PBdig: proteina bruta contida nas excretas

PBend: proteina bruta endégena contida na digesta ileal do tratamento DIP

2.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia ao nivel de
significAncia de 5% utilizando o pacote ExpDes.pt do software estatistico R (R
Software v. 4.0.4). Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para
determinar a normalidade dos residuos; em seguida, foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA). O teste SNK foi realizado ao nivel de 5% de significancia para a
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comparacao entre todos os tratamentos experimentais. Posteriormente, realizou-se o
teste Dunnett ao nivel de 5% de significancia para a comparagao entre o tratamento

controle negativo e os demais tratamentos com inclusdo das proteases

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferencas significativas (P>0,05) para CR dos animais na fase
inicial. Os animais alimentados com o tratamento controle positivo obteve as melhores
médias para GP e CA. Entre os tratamentos com dieta controle negativo, a protease
C melhorou o GP dos animais. A adicao de proteases exdgenas na fase inicial ndo foi

capaz de melhorar a conversao alimentar das aves (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados observados para consumo médio de racao (CR), ganho de peso
médio (GP) e conversao alimentar na fase inicial (1 a 21 dias).

Tratamentos CR (kg) GP (kg) CA

Controle Positivo (CP) 1.488 1.168 a 1.273 a
Controle Negativo (CN) 1.535 1.051 ¢ 1.446b
CN + Protease A 1.467 1.044 ¢ 1.405Db
CN + Protease B 1.533 1.073 bc 1.428 b
CN + Protease C 1.550 1.090b * 1.422 Db
CN + Protease D 1.500 1.072bc 1.399 b
CN + Protease E 1.503 1.048 ¢ 1.434 Db
CN + Protease F 1.515 1.070 bc 1.415Db
P-valor 0.18 0.001 0.001

CV (%) 4.27 2.64 3.11

Médias na mesma coluna com letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) (P<0,05). Médias seguidas por * na mesma coluna diferem do controle negativo
(CN) pelo teste de Dunnett (P<0,05). CR = consumo médio de ragdo; GP = ganho de peso médio; CA
= conversao alimentar; CV = coeficiente de variacéao.

Na fase total (1 a 35 dias), ndo houve diferencgas significativas para CR e VIAB
(P>0,05). As proteases C e D se mostraram capazes de melhorar o GP de frangos de
corte de 1 a 35 dias de idade. A adicdo de proteases exdgenas na fase inicial nao foi
capaz de melhorar a conversdo alimentar das aves alimentadas com dietas com
reducao proteica em comparagdo com 0s animais do tratamento controle positivo.
(Tabela 3).
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Tabela 4. Resultados observados para consumo médio de racao (CR), ganho de peso
médio (GP), conversao alimentar (CA) e viabilidade (VIAB) na fase total (1 a 35 dias).

Tratamentos CR (kg) GP (kg) CA VIAB (%)
Controle Positivo (CP) 3.855 2.638 a 1.461 a 94.27
Controle Negativo (CN) 3.779 2.357 ¢ 1.603 b 93.88
CN + Protease A 3.670 2.391 bc 1.534 b 93.33
CN + Protease B 3.734 2.415 bc 1.546 b 94.50
CN + Protease C 3.816 2450b* 1.557 b 96.66
CN + Protease D 3.736 2436b* 1.533 b 95.52
CN + Protease E 3.719 2.379 bc 1.563 b 96.66
CN + Protease F 3.740 2.408 bc 1.553 b 95.55
P-valor 0.11 0.001 0.001 0.33
CV (%) 3.93 2.39 3.39 4.67

Médias na mesma coluna com letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) (P<0,05). Médias seguidas por * na mesma coluna diferem do controle negativo
(CN) pelo teste de Dunnett (P<0,05). CR = consumo médio de racdo; GP = ganho de peso médio; CA
= conversao alimentar; VIAB = viabilidade; CV = coeficiente de variagao.

Os valores de EMA e EMAn ndo apresentaram diferengas significativas
(P>0,05) entre os tratamentos avaliados. A dieta CP obteve os maiores valores de
Ning, seguido pelas dietas CN com a inclusdo da protease A e B. A dieta CP registrou
0 maior valor de Nexc, enquanto, entre os tratamentos com dieta controle negativo, a
dieta com a incluséo da protease C se diferenciou dos demais ao obter o maior valor
para essa variavel (P<0,05). As proteases A e B aumentaram a taxa de nitrogénio
retido pelas aves que receberam as dietas CN (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados observados para consumo de matéria seca (CMS), energia
metabolizavel aparente (EMA), energia metabolizavel aparente corrigida para o
balancgo de nitrogénio (EMAnN), nitrogénio ingerido (Ning) nitrogénio excretado (Nexc)
e nitrogénio retido (NR).

CMS EMA EMAnN Ning Nexc NR

Tratamentos (kg) (kcallkg) (kcallkg) (g/ave) (g/ave) (%)

Controle Positivo (CP)  0.421 3587.75 3377.14 17.73a 4.79a 72.92ab
Controle Negativo (CN) 0.427 3644.06 3477.12 1242c 3.74c 69.79b

CN + Protease A 0.435 3713.91 3490.03 15.47b* 3.62c 76.50 a*
CN + Protease B 0.431 3692.48 3467.04 1546b* 3.64c 76.39a
CN + Protease C 0.423 3599.96 3423.65 13.43c 4.20bc* 67.66b
CN + Protease D 0.404 3611.76 342478 1351c 3.93c 70.42b
CN + Protease E 0.414 3600.11 3432.81 12.99c 3.81c 69.46b
CN + Protease F 0.421 3643.97 3469.08 12.76¢ 3.79c 70.22b
P-valor 0711 0.096  0.095 0.001  0.001  0.001

CV (%) 599 2.35 2.06 6.44 7.30 4.59

Médias na mesma coluna com letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) (P<0,05). Médias seguidas por * na mesma coluna diferem do controle negativo
(CN) pelo teste de Dunnett (P<0,05). CMS = consumo médio de matéria seca; EMA = energia
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metabolizavel aparente; EMAN = energia metabolizavel aparente corrigida para o balango de nitrogénio;
Ning = nitrogénio ingerido; Nexc = nitrogénio excretado; NR = nitrogénio retido; CV = coeficiente de
variacao.

Os valores dos coeficientes de digestibilidade da proteina bruta (CDPB) das
dietas apresentaram diferencas significativas (P<0,05) entre os tratamentos avaliados.
A dieta CN com a inclusédo da protease E obteve o menor valor de CDPB. Por outro
lado, entre as dietas CN, a protease F melhorou a digestibilidade da proteina bruta em

frangos de corte (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados observados para coeficiente de digestibilidade estandardizada
da proteina bruta (CDPB).

Tratamentos CDPB
Controle Positivo (CP) 89.68 a
Controle Negativo (CN) 86.84 ab
CN + Protease A 88.63 ab
CN + Protease B 87.26 ab
CN + Protease C 86.04 ab
CN + Protease D 86.97 ab
CN + Protease E 85.03 b
CN + Protease F 89.47 ab*
P-valor 0.0351
CV (%) 2.80

Médias na mesma coluna com letras diferentes, diferem significativamente entre si pelo teste Student-
Newman-Keuls (SNK) (P<0,05). Médias seguidas por * na mesma coluna diferem do controle negativo
(CN) pelo teste de Dunnett (P<0,05). CDPB = coeficiente de digestibilidade estandardizada da proteina
bruta; CV = coeficiente de variago.

As proteases sdo enzimas que catalisam a hidrélise das ligacbes peptidicas
entre as proteinas. A classificacdo das proteases ocorre em funcdo do local de
clivagem das ligagbes peptidicas. Endopeptidases agem hidrolisando a proteina em
moléculas menores, enquanto as exopeptidases agem hidrolisando a por¢ao carboxil-
terminal, liberando um Gnico aminoacido ou um dipeptideo (Sakomura et al., 2014).
Proteases inativam fatores antinutricionais dos alimentos (Cowieson et al., 2006),
resultando em um melhor aproveitamento de proteinas e aminoacidos pelos animais
(Aderibigbe et al., 2020).

Como visto no estudo, a reducdo de proteina bruta das dietas impacta
negativamente no desempenho de frangos de corte, reduzindo o ganho de peso e
piorando a conversdo alimentar. Resultados semelhantes foram encontrados por
Chrystal et al. (2020), onde mostrou que a reducgéo proteica dietética contribuiu para
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aumentos associados na deposicao de gordura, comprometendo a conversao
alimentar.

As proteases C e D aumentram o ganho de peso médio dos animais
alimentados com dietas com reducao proteica, recuperando parte do desempenho
perdido, embora nenhuma protease testada foi capaz de melhorar os valores de
conversao alimentar para ambas as fases avaliadas. Ha relatos na literatura que
mostram diferentes resultados acerca dos efeitos das proteases sobre o desempenho
e a digestibilidade de nutrientes em frangos de corte (Romero et al., 2014; Kamel et
al., 2015; Stefanello et al., 2016; Cowieson et al., 2018). Cowieson et al. (2018)
observaram que a utilizacao de protease exégena nao foi capaz de influenciar o ganho
de peso, porém reduziu significativamente o consumo de racdo e a conversao
alimentar.

As inconsisténcias de resultados dos estudos envolvendo proteases é
diretamente ligada a falta de conhecimento das caracteristicas das enzimas e a
interacdo de mais de uma atividade enzimatica em um mesmo produto enzimatico
(Stefanello et al., 2016). Além disso, fatores como a composicao da racao, utilizando
diferentes ingredientes, contribuem para esses resultados divergentes (Simbaya et al.,
1996; Marsman et al., 1997; Walk et al., 2018; Borda-Molina et al., 2019).

As dietas a base de milho e soja, apesar de apresentarem alta digestibilidade
dos nutrientes (Rostagno et al., 2017) possuem uma quantidade significativa de
fatores antinutricionais como por exemplo, o fitato, polissacarideos ndo-amilaceos,
inibidores de tripsina, lectinas e proteinas antigénicas (de Jesus Benevides et al.,
2011; Jacob et al., 2021). Kamel et al (2015), observou melhora de parametros como
ganho de peso, consumo de ragéo, conversdao alimentar e a digestibilidade de
nutrientes. Esses beneficios foram associados a uma melhor digestibilidade das
proteinas da dieta devido a atuacao das proteases em degradar rapidamente os
fatores antinutricionais presentes na dieta, aumentando a disponibilidade de
aminoacidos para a utilizacao pelo animal (Kamel et al., 2015). Bernardes et al. (2022),
trabalhando com a suplementacdo de fitase e protease para frangos de corte
alimentados com dietas com reducdo de nutrientes, observaram melhoras nos
parametros de desempenho como ganho de peso e conversao alimentar. Os efeitos
da inclusdo de protease exdgena no desempenho de frangos de corte sdo mais
evidenciados quando se utiliza dietas com reduc¢do de aminoacidos, proteina bruta ou
mesmo quando ha algum fator natural que compromete a digestibilidade da proteina
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(Amerah et al., 2017). Amerah et al. (2017) avaliaram os efeitos da adicdo de enzimas
exogenas (xilanase, amilase e protease), em combinacdo ou sozinhas, na
digestibilidade de nutrientes e no desempenho de frangos de corte e foi concluido que
a combinagao dos efeitos sinérgicos das enzimas contribuiu para um maior ganho de
peso e melhorou a conversao alimentar, além de melhorar a digestibilidade do amido,
nitrogénio e da energia bruta. Os resultados encontrados no presente estudo
corroboram para a avaliagdo dos efeitos da protease exdgena no desempenho de
frangos de corte alimentados com dietas com redugéo de PB. Por outro lado, relatos
na literatura evidenciam efeitos potencializados quando em utilizagdo com outras
enzimas exogenas (Jacob et al., 2021; Bernardes et al., 2022)

Os resultados encontrados para os valores de EMA e EMAnN n&o apresentaram
diferengas significativas entre os tratamentos analisados. A auséncia desses efeitos
nos valores de energia metabolizavel estd compativel com outros estudos (Cowieson
e Adeola, 2005; Amerah et al., 2017; Mahmood et al., 2017; Jacob et al., 2021) e pode
ser atrelada ao uso de ingredientes de alta digestibilidade (Jacob et al., 2021). Amerah
et al. (2017) observaram resultados semelhantes ao analisarem o efeito da inclusao
de carboidrases e protease, sozinhas ou em combinac&o. Esses autores mostraram
que a adicao de protease sozinha ndo aumentou os valores de EMAn, embora quando
em combinacao, houve efeito positivo. A combinacao entre essas enzimas impacta no
valor de EMAn devido a uma maior digestibilidade do amido no intestino delgado,
devido a acdo das carboidrases (Amerah et al., 2017). Entretanto, estudos anteriores
relatam melhorias na retencdo de energia e nutrientes com a adi¢cao de protease +
fitase, protease, carboidrases + proteases (Kalmendal e Tauson, 2012; Romero et al.,
2013; Murugesan, Romero e Persia, 2014; Stefanello et al., 2016). Esses efeitos sdo
atribuidos a um melhor acesso das enzimas digestivas aos nutrientes das ra¢des, uma
vez que agem reduzindo os fatores antinutricionais dos ingredientes, minimizando a
perda endogena e trazendo melhores beneficios na utilizacao da energia e nutrientes
(Olukosi e Adeola, 2008; Dourado et al., 2014; Cowieson et al., 2017; Gallardo et al.,
2020). Os efeitos do uso de enzimas exdgenas na melhora da utilizacdo da energia
variam conforme o estado de salde intestinal, perfil da microbiota intestinal e
conteudo energético da dieta (Amerah et al., 2014).

Analisando o coeficiente de digestibilidade da proteina bruta das dietas, foi
possivel observar que a protease F melhorou em 3,02% o CDPB da dieta CN, em
comparagao com os demais tratamentos com a dieta controle negativo. O resultado
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encontrado esta de acordo com estudos anteriores, onde mostraram que a protease
exogena melhorou a digestibilidade da proteina bruta e aminoacidos (Fru-N;ji et al.,
2011; Kamel et al., 2015; Mahmood et al., 2017). Isso pode ser explicado pelo fato
das proteases em dietas para frangos de corte aumentarem a hidrolise de proteinas,
melhorando a digestibilidade e a absor¢ao de nutrientes da ragao, assim como o valor
nutricional dos alimentos, impactando no desempenho e na melhoria da utilizagdo do
nitrogénio (Dornellas, 2017). Além disso a protease pode competir por sitios de ligagdo
com inibidores de tripsina, melhorando a utilizagédo da proteina e dos amino4cidos
pelo animal (Aderibigbe et al., 2020).

Como visto, ha estudos evidenciando os efeitos benéficos de proteases
exogenas no desempenho de frangos de corte, assim como na melhoria da
digestibilidade de nutrientes, retencao de energia e melhoria na morfometria intestinal.
Os resultados encontrados no presente estudo, corroboram para esse acervo de
informacdes, mostrando o impacto de algumas proteases testadas no aumento de
ganho de peso e de digestibilidade de proteina bruta de frangos de corte alimentados

com dietas com reducao proteica.

4 CONCLUSAO

Entre os animais alimentados com as dietas controle negativo, as proteases C
e D melhoraram o ganho de peso, enquanto a protease F melhorou o coeficiente de
digestibilidade da proteina bruta. Nao houve influéncia das proteases nos valores de
energia metabolizavel das dietas. Contudo, esses efeitos nao foram suficientes para

recuperar o desempenho de frangos de corte perdido pela reducéo de proteina.
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