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RESUMO - O objetivo neste estudo foi propor o uso de dieta livre de proteina (DLP) combinada com um complexo de
aminoacidos sintéticos (AA) como metodologia para determinacdo da perda endégena de aminoacidos e proteinas em frangos
de corte, visto que o fluxo endégeno normal é subestimado com o uso da DLP. Utilizaram-se 84 frangos de corte machos, Ross
308, de 17 a 22 dias idade, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, totalizando dois tratamentos com seis
repeticdes e sete aves por unidade experimental. A partir dos resultados das analises, foram determinadas as perdas endégenas
de aminoacidos. Ndo foi observada diferenca na perda endégena de proteina e de aminoacidos entre os frangos de corte
alimentados com a DLP e a DLP+AA, exceto dos aminoacidos ndo-essenciais cistina (0,216 x 0,162 mg/g matéria seca ingerida,
MSI) e serina (0,432 x 0,356 mg/g MSI), que foram maiores nas aves alimentadas com DLP+AA em comparagdo aquelas que
receberam a DLP, respectivamente. Com excecdo dos aminoécidos lisina, triptofano, arginina, leucina e histidina, as perdas
de todos os demais foram numericamente maiores nas aves que receberam a DLP+AA. Em ambas as dietas (DLP e DLP+AA),
0s aminoéacidos com menor perda foram metionina (0,087 e 0,096 mg/kg MSI) e triptofano (0,079 e 0,066 mg/kg MSI) e os
de maior perda, treonina (0,481 e 0,600 mg/kg MSI) e &cido glutamico (0,623 e 0,648 mg/kg MSI). O uso de DLP+AA é uma
metodologia alternativa ao uso da dieta livre de proteina para determinagdo da perda enddgena de aminoacidos e proteina em
frangos de corte.
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Aminoacidic diet in determining lleal endogenous losses in broiler
chickens: a methodological proposal

ABSTRACT - The objective of the present study was to propose the use of protein free diet (PFD) associated with
synthetic amino acids (AA) as method to determine the amino acid and protein endogenous loss in broiler chicks, as the
normal endogenous flux is underestimated in PFD use. Eighty-four Ross 308 male chickens were used, aged from 17 to 22
days in a randomized complete design, totaling two treatments with six replications, with seven birds per experimental unit.
The endogenous amino acid losses were determined from the results of the analyses. No difference was observed in the
endogenous losses of protein and amino acids in broilers fed with PFD+AA or PFD, except for the nonessential amino acid
cystine (0.216 x 0.162 mg/g Dry Matter Intake, DMI) and serine (0.432 x 0.356 mg/g DMI), that was greater in birds fed
with PFD+AA than in those fed PFD, respectively. With the exception of lysine, tryptophan, arginine, leucine and histidine,
all other amino acids were lost in a considerable amount when the birds received PFD+AA. In both diets, the amino acids
with lowest losses were methionine (0.087 and 0.096 mg/kg DMI) and tryptophan (0.079 and 0.066 mg/kg DMI) and the
greatest losses were threonine (0.481 and 0.600 mg/kg DMI) and acid glutamic (0.623 and 0.648 mg/kg DMI). The use of
PFD+AA is an alternative method to the use of the protein-free diet to determine the endogenous loss of amino acids in
broiler chickens.

Key Words: digestibility, metabolism, physiology, protein, protein free diet, synthetic amino acid

Introducéo (Rostagnoetal., 1973), caseinaenzimaticamente hidrolisada

(Moughan et al., 1990) e a técnica da homoarginina

Nas Gltimas décadas, metodologias que utilizam (Ravindran et al., 2004) tém sido empregadas e propostas
animais em jejum (Sibbald, 1976), dieta livre de proteina para determinar a perda ou fluxo enddgeno de aminoacidos
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e proteina. Com suas vantagens e desvantagens, visam
contribuir para a obtencédo da digestibilidade verdadeira
dos nutrientes, com aqual se observaareducao daexcre¢do
de nutrientes, a possibilidade do uso de alimentos
alternativos e melhora do desempenho animal.

A metodologia mais empregada para estimar a perda
enddgena de aminoacidos foi proposta por Sibbald (1976)
e utiliza galos cecectomizados e em jejum, com alimentagéo
restrita e direta no papo, e com tempo de coleta de excreta
por até 56 horas. Permite avaliar varios alimentos ao
mesmo tempo e em curto periodo de tempo, porém altera
a producdo de enzimas digestivas e promove outras
mudancas fisioldgicas ocorridas durante a alimentacdo
forcada (Lemmeetal.,2004). Além disso, asaves em jejum
apresentam menor perda endégena de aminoacidos em
comparacdo a aves alimentadas (Siriwan et al., 1993;
Wang et al., 2008). Para contrapor os efeitos da falta da
alimentacdo, o uso da dieta livre de proteina (DLP) pode
permitir os processos digestiveis normais, de modo que 0s
aminoacidos coletados seriam considerados de origem
endogena (Rostagnoetal., 1973; Adedokunetal.,2007a,b;
Golian, et al., 2008). Entretanto, Zanella et al. (1999)
observaram que enzimas digestivas podem ou ndo ser
estimuladas pela fonte exdgena de proteina. Nesta mesma
linha de pensamento, Gabert et al. (2001) comentaram que
a falta de aminoacidos dietéticos compromete a producéo
de enzimas digestivas e pancreéticas, de modo que o uso de
DLP ndo estimula a secre¢do normal das enzimas
proteoliticas, portanto, subestimando a perda endégena de
aminocidos.

Chung & Baker (1992) e Adedokun et al. (2007a)
utilizaram a caseina hidrolisada enzimaticamente (CHE)
como opgdo para determinacdo do fluxo enddgeno de
aminoacidos, pois a proteina empregada (caseina)
promove alta digestibilidade da dieta. O pré-tratamento
enzimatico empregado sobre a caseina produz pequenos
peptideos e aminoacidos livres com massa molecular
menor que 10.000 Daltons. Considerando que as proteinas
enddgenas apresentam massas moleculares maiores que
10.000 Daltons, o emprego da centrifugacdo e da
ultrafiltracdo pela CHE separaria esses aminoécidos de
diferentes pesos moleculares. Desse modo, seria considerado
que o material retido foi proveniente dos aminoacidos
enddgenos. A metodologia é criticada porque o fluxo
endégeno contém aminoacidos livres ou pequenos
peptideos menores que 10.000 Daltons, que ndo retidos no
filtrado e contribuiriam para subestimar o fluxo endégeno
ou o erro metodologico (Moughan & Schuttert, 1991;
Moughan et al., 2005).

Se a presenca de fonte exdgena de proteina e/ou
aminoécido influencia a perda enddgena, o uso de
aminoacidos sintéticos seriaumaboaalternativa, fato muito
bem documentado por Burroughs et al. (1940) quando
observaram reducdo de 30 a 50% da perda de nitrogénio
enddgeno de ratos alimentados com dietaaminoacidica, em
comparacao a dieta livre de proteina. Contribuindo para
essas premissas, Izquierdoetal. (1988); Chung & Baker (1992)
e Rostagno etal. (2005) demonstraram que 0s aminoacidos
sintéticos apresentam digestibilidade acima de 98%, logo,
seu uso como fonte proteica estimulariaafisiologianormal
das aves.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de propor
uma metodologia que emprega a dieta livre de proteina
combinada com complexo de aminoacidos sintéticos visando
a determinacdo da perda enddgena de frangos de corte.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Setor de Aviculturado
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vicosa (UFV) utilizando-se 84 frangos de corte machos,
Ross 308, de 17 a 22 dias idade. Até os 16 dias de idade, as
aves foram alojadas em galpdo de alvenaria de piso coberto
com maravalha e recebendo racdo inicial comercial, &guaa
vontade e manejo segundo recomendac¢des do manual da
linhagem. Aos 17 dias de idade, foram transferidas para
baterias frias com 2.250 cm? de 4rea (45 cm de largura, 50 cm
de comprimento e 40 cm de altura).

As aves foram distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado, totalizando dois tratamentos
com seis repeticdes e sete aves por unidade experimental.
Todas as dietas experimentais foram formuladas para
atender as exigéncias das aves, seguindo recomendacdes
de Rostagnoetal. (2005), exceto para proteina e aminoacidos.

Utilizaram-se uma dieta formulada para ser livre de
proteina, DLP (Tabela 1), e outra obtida a partir da
combinacédo da dieta DLP mais a participacdo de 8,84% de
um complexo de aminodcidos sintéticos, denominada
DLP+AA (Tabela?2).

O o6xido de cromo foi adicionado as dietas com a
finalidade de determinar o fator de indigestibilidade e o
bicarbonato de sddio para a corregdo do pH.

Atemperatura interna da sala foi registrada duas vezes
por dia, &s 8 e 16 horas, por meio de dois termémetros de
maximae minima; amédia das temperaturas minimas foi de
23,9+1,7°Ceamédiadas méximas, de27,5+2,2°C.

O periodo experimental teve duracdo de cinco dias com
a finalidade de adaptar as aves as baterias e as dietas. Aos
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22 dias de idade, todas as aves de cada repeticdo foram
abatidas por deslocamento cervical e imediatamente
disseccionadas para obtencdo da digesta da porcao do ileo
terminal, a 5 cm da juncéo ileo-cecocdlica até 40 cm em

Tabela 1 - Composicao percentual e quimica da dieta livre de
proteina e da dieta livre de proteina mais complexo
aminoacidico (DLP+AA)

Ingrediente Dieta livre de DLP+complexo
proteina (DLP) aminoacidico®
Amido 78,06 68,97
Agucar 5,00 5,00
Complexo aminoacidico! - 8,84
Bicarbonato de sédio - 0,25
Oleo de soja 5,00 5,00
Fosfato bicélcico 2,10 2,10
Calcério 1,00 1,00
Sal comum 0,45 0,45
Casca de arroz 5,00 5,00
Areia lavada 2,50 2,50
Minerais? 0,05 0,05
Vitaminas?® 0,13 0,13
Cloreto colina (60%) 0,20 0,20
BHT4 0,01 0,01
Oxido de cromo 0,50 0,50
Total 100,00 100,00
Energia metabolizavel (kcal/kg) 3460 3272
Matéria seca (%) 91,2 91,2
Proteina bruta (%) 0,00 (0,42)° (7,46)
Célcio (%) 0,95 0,95
Fosforo disponivel (%) 0,40 0,40
Sadio (%) 0,18 0,18
Gordura (%) 5,13 5,13
Fibra bruta (%) 2,00 2,00
Lisina total (%) 0,00 (0,01) (0,49)
Metionina total (%) 0,00 (0,01) (0,16)
Cistina total (%) 0,00 (0,01) (0,16)
Treonina total (%) 0,00 (0,01) (0,34)
Triptofano total (%) 0,00 (<0,02) (0,09)
Arginina total (%) 0,00 (0,02) (0,52)
Valina total (%) 0,00 (0,02) (0,42)
Leucina total (%) 0,00 (0,03) (0,59)
Isoleucina total (%) 0,00 (0,01) (0,34)
Histidina total (%) 0,00 (0,01) (0,15)
Fenilalanina total (%) 0,00 (0,02) (0,35)
Tirosina total (%) 0,00 (-) (0,33)
Glicina total (%) 0,00 (0,02) (0,58)
Alanina total (%) 0,00 (0,02) (0,57)
Prolina total (%) 0,00 (0,03) (0,24)
Serina total (%) 0,00 (0,02) (0,01)
Acido glutamico total (%) 0,00 (0,04) (2,81)
Acido aspartico total (%) 0,00 (0,03) (0,62)

Lparticipacdo do complexo aminoacidico, em % da dieta experimental (Tabela 2).

2 Niveis de garantia por quilo do produto: manganés - 16,0 g; ferro - 100,0 g;
zinco - 100,0 g; cobre - 20,0 g; cobalto - 2,0 g; iodo - 2,0 g; e veiculo q. s. p. -
1.000g.

3 Niveis de garantia por quilograma do produto: vit. A - 10.000.000 Ul; vit. D3 -
2.000.000 UI; vit. E - 30.000 Ul; vit. B1 - 2,0 g; vit. B6 - 4,0 g; &cido
pantoténico- 12,0g; biotina - 0,10g; vit. K3 - 3,0 g; &cido félico - 1,0 g; &cido
nicotinico - 50,0 g; vit B12 - 15.000 mcg; selénio - 0, 25 g; e veiculo g. s. p. -
1.000 g.

4 Beta hidroxi-butil tolueno.

5 Dados entre parénteses referem-se a valores analisados.

6 Dieta livre de proteina e suplementada com aminoacidos.

Tabela 2 - Participacdo dos aminoacidos essenciais e néo-
essenciais no complexo aminoacidico

Aminoacidos essenciais %
L-lisina HCL 0,63
L-metionina 0,16
L-treonina 0,35
L-triptofano 0,10
L-arginina 0,53
L-valina 0,40
L-leucina 0,55
L-isoleucina 0,33
L-fenilalanina 0,33
L-histidina 0,15
Aminoacidos ndo-essenciais %
L-tirosina 0,30
Glicina 0,60
L-acido glutamico 2,90
Alanina 0,55
Prolina 0,20
Acido aspartico 0,60
L-cistina 0,16
Total 8,84

direcdo anterior ou emdire¢do ao jejuno. Esse segmento foi
seccionado transversalmente e seu conteddo, retirado e
colocado dentro de copo plastico.

Asdietas e as digestas foram devidamente identificadas,
pesadas e armazenadas em freezer (-10°C). Apéds a pré-
secagem a 55°C, por 72 horas, em estufa de ventilacédo
forcada, as amostras foram trituradas em moinho de bola e
imediatamente preparadas paraas analises de matéria seca,
proteina bruta, aminoéacidos e cromo.

As andlises quimicas das digestas (Tabela 3) e das
dietas foram realizadas utilizando-se as metodologias
descritas por Silva & Queiroz (2002) e as andlises de
amino&cidos (trés amostras por tratamento), pelo método
da HPLC (High-performance liquid chromatography). A
partir dos resultados das anélises, foram determinadas as
perdas enddgenas de metionina, cistina, metionina+cistina,
lisina, treonina, triptofano, arginina, isoleucina, leucina,
valina, histidina, fenilalanina, serina, glicina, prolina, &cido
glutamico e cido aspartico.

A perda enddgena dos amino&cidos foi calculada em
miligrama de aminoacido por miligrama de matéria seca
ingerida, conforme descrito por Kadim etal. (2002):

AA (mg/g de MS ingerida) = AA na digesta ileal x
(Cryieta™ Crdigesta ”ea|)’ considerando a presenca do cromo
na dieta e na digesta como fator de indigestibilidade.

Os dados experimentais obtidos foram submetidos a
analise de variancia e a comparacado de médias analisada
pelo teste de Student-Newman-keuls (SNK) a 5% de
significancia utilizando-se o programa estatistico SAEG
(UFV, 2000).

© 2009 Sociedade Brasileira de Zootecnia
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Resultados e Discussao

Na&o foi observada diferenca significativa nas perdas
enddgena de proteina bruta e aminoacidos (Tabela 3) entre
asdietasDLP e DLP+AA, exceto para os aminoacidos ndo-
essenciaiscistina (0,216 mg/g MS) e serina (0,432 mg/g MS),
cujas perdas enddgenas aumentaram quando as aves
foram alimentadas com adieta DLP+AA em comparacao as
aves que receberam a DLP (0,162 e 0,356 mg/g MS,
respectivamente). Com exce¢do dos aminoacidos lisina,
triptofano, arginina, leucina e histidina, todos os demais
foram perdidos em maior quantidade quando as aves
receberam a DLP+AA, fato comprovado pela diferenga
entre as perdas endogenas (Tabela 3).

Entre as perdas dos aminoacidos essenciais e nao-
essenciais, 0 menor valor foi observado, respectivamente,
para a metionina e cistina e 0 maior para treonina e acido
glutamico, porém, asaves que receberama DLP+AA tiveram
perda endégena em maior quantidade que aquelas
alimentadas com a DLP. Observacdes semelhantes foram
feitas por Lemeetal. (2004) e Kadimetal. (2002).

Essas comparacdes demonstram que a presenca de
fonte proteica dentro do tubo digestivo, em especial na
porc¢do ileal, altera o fluxo endégeno da proteina e dos
aminoéacidos e o coeficiente de digestibilidade verdadeiro

utilizado para a correcdo desses nutrientes presentes nos
alimentos.

Em grande parte dos trabalhos para avaliacdo da
perdaenddgena, utilizam-se como técnica jejum, adieta
livre de proteina ou a dieta com caseina enzimaticamente
hidrolisada. Lemme et al. (2004) demonstraram que 0 uso
da DLP em frangos de corte proporciona perda endégena
de proteina de 6,28 mg/g MS, treonina de 0,494 mg/g MS e
valina de 420 mg/g MS, porém, com o uso da caseina
enzimaticamente hidrolisada, as perdas foram de 9,23; 0,571
e 0,449 mg/g MS, respectivamente. Observacgéo semelhante
foi feitapor Ravindran etal. (2004), que quantificaram que
o fluxo enddégeno da proteina, treonina, valina, lisina e
metioninaem frangos de corte alimentados com DLP foram,
respectivamente, de 7,3;0,51;0,42;0,21e0,10mg/gMSede
19,3;1,10; 0,95; 1,05 e 0,25 mg/g MS quando alimentados
com caseinahidrolisada enzimaticamente.

Maior perdaenddgenacom o uso de caseinahidrolisada
enzimaticamente em relagdo a dieta livre de proteina foi
observada por Hendricks et al. (1996) em gatos, por
Hodgkinsonetal. (2000) em suinos, por Ravidranetal. (2004)
em frangos de corte, Moughan et al. (2005) no homem e
Adedokunetal. (2007a) em perus. Todavia, Hodgkinson etal.
(2000) e Ravidranetal. (2004) comentaram que as diferengas
dentro de uma mesma espécie observadas entre os trabalhos

Tabela 3 - Composicdo da digesta e do conteido de perda enddgena da proteina e de aminoacidos de frangos de corte alimentados com
dieta livre de proteina (DLP) e dieta livre de proteina e com aminoacidos (DLP+AA)

Aminoacido Composicdo da digesta Perda endégena

DLP DLP+AA DLPIPFD DLP+AAZ Diferenca CV %

mg AA/g MS ingerida
Proteina 41,4 40,5 7,29 8,91 -1,62 10,4
Aminoéacidos essenciais
Metionina (%) 0,496 0,436 0,087 0,096 -0,009 8,1
Metionina+cistina (%) 1,417 1,346 0,249 0,296 -0,047 8,0
Lisina (%) 1,133 0,836 0,199 0,184 0,015 11,6
Treonina (%) 2,732 2,727 0,481 0,600 -0,119 9,5
Triptofano (%) 0,450 0,300 0,079 0,066 0,013 9,7
Arginina (%) 1,416 1,054 0,249 0,232 0,017 9,3
Isoleucina (%) 1,487 1,200 0,262 0,264 -0,002 7,6
Leucina (%) 2,371 1,818 0,417 0,400 0,017 14,5
Valina 2,055 1,745 0,362 0,384 -0,022 5,9
Histidina (%) 0,672 0,509 0,118 0,112 0,006 10,7
Fenilalanina (%) 2,198 1,927 0,387 0,424 -0,037 5,5
Aminoéacidos ndo-essenciais

Cistina (%) 0,921 0,982 0,162b 0,216a -0,054 3,2
Glicina (%) 1,842 1,600 0,324 0,352 -0,028 8,4
Serina (%) 2,022 1,963 0,356b 0,432a -0,076 3,3
Prolina (%) 2,835 2,508 0,499 0,552 -0,053 7,1
Alanina (%) 1,877 1,673 0,330 0,368 -0,038 10,4
Acido aspartico (%) 2,906 2,545 0,511 0,560 -0,049 4,7
Acido glutamico (%) 3,540 2,945 0,623 0,648 -0,025 13,0

ab Médias seguidas de letras distintas na mesma linha séo diferentes pelo teste de SNK (P<0,05).
1 valores obtidos a partir do contetido da digesta x 0,176 (fator de indigestibilidade).
2 Valores obtidos a partir do contetido da digesta x 0,220 (fator de indigestibilidade).

© 2009 Sociedade Brasileira de Zootecnia
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com caseina enzimaticamente hidrolisada podem estar
relacionadas a fonte de caseina, pois, diferentes coquetéis
de enzimas proteoliticas utilizadas para produzir este produto
podem produzir peptideos hidrolisados de diferentes tipos
e tamanhos.

Segundo Hodgkinson etal. (2000), o uso da ultrafiltracdo
dadigesta, necessariaquando se utilizaa caseina hidrolisada
enzimaticamente, subestimava o fluxo de amino&cidos
endogenos devido a perda de aminoacidos e peptideos de
baixo peso molecular. De acordo com Gabertetal. (2001), a
DLP ndo estimulava a sintese de enzimas proteoliticas, 0
que subestimaria a perda enddgena no ileo terminal de
suinos. Nestamesma linha de pensamento, Buttsetal. (1991),
confirmaram que o uso da caseina enzimaticamente
hidrolisada é melhor que o dadieta livre de proteina, porém,
o processo da ultrafiltracdo provoca grandes diferencas na
perda enddgena de valina, isoleucina, leucina, serina e
acido glutamico. Essas observacdes permitem exaltar os
beneficios do uso da DLP+AA como alternativa na
determinacdo da perdaenddgenade aminodcidos em frangos
de corte.

Chung & Baker (1992) demonstraram que galos
cecectomizados alimentados com dieta livre de proteinae
suplementada com 15,02% de um complexo aminoacidico,
apresentam maior quantidade de aminoacidos excretados
em comparacdo a aves alimentadas com dieta sem a
suplementacéo. Segundo esses autores, a fonte, o tipo de
proteina, o teor de fibra e os fatores antinutricionais na
dieta influenciam na perda enddgena de nitrogénio,
portanto, é dificil formular uma dieta livre de proteina
similar a dieta pratica, dai a importancia da presenca de
fonte proteica para a perda endogena proposta neste
trabalho.

Observagdo muito interessante foi obtida paraaserina,
visto que ndo houve adicdo desse aminoacido sintético na
DLP+AA (Tabela 2) e sua perda significativa (0,076 mg/g
MS) pode ter forte relagdo com a maior perda endogena de
treonina (0,119 mg/g MS), observada nas aves que
consumiram a DLP+AA (Tabela 3). Sabe-se que a serina é
importante em diversos caminhos biossintéticos, inclusive
os que envolvem pirimidinas, purinas, creatinae profirinas,
bem como na porcdo ativa das enzimas tripsina e
quimotripsina. A maior parte da fosforilacdo das proteinas
é catalisada por proteinas quinases, entre elas, as proteinas
serina/treonina quinases, envolvidas em eventos de
transducdo de sinais.

Segundo Aoyama et al. (2003), o principal tipo de
serina/treonina fosfatase (PP1) tem importante papel em
varios processos celulares do ponto de vista genético,

farmacoldgico e bioquimico, de maneira que mutagdes na
PP1 provocam defeitos namitose, meiose, integridade celular
e no metabolismo do glicogénio. Davis & Austic (1997),
confirmam que frangos de corte alimentados com dietas com
elevado teor de proteina tém elevada atividade de treonina
dehidrogenase no figado, responsavel pela conversdo da
treonina em glicina, podendo dar origem a serina.

A atividade metabélica dos aminoacidos e suas inter-
relagbes poderiam explicar a maior quantidade de acido
glutdmico, do acido aspartico, da treonina e da glicina no
fluxo enddgeno das aves alimentadas com DLP+AA. Uma
vez que as glicoproteinas da mucina sdo ricas nesses
aminoacidos (lienetal., 1997), compondo aglicinamais de
90% do aminoacido da bile (Souffrant, 1991). Segundo
Tavemer et al. (1981), outra explicacdo para a maior
concentracdo destes aminoacidos no fluxo endégeno seria
aabsorcdo mais lentano limen intestinal em comparacdo a
outros amino&cidos.

Conclusdes

O uso da dieta livre de proteina suplementada com um
complexo de aminoacidos sintéticos é uma metodologia
alternativa ao uso da dieta livre de proteina para
determinacdo da perda enddgena dos aminoacidos e de
proteina, o que proporciona menores erros de analises em
comparacao as demais metodologias disponiveis.
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